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= (57) Abstract: The invention concerns a temperature-stable labelling reagent of formula (I), wherein: R l represents H or an alkyl, 
= aryl or substituted aryl group; R 2 represents a detectable marker or at least two detectable markers linked together by at least a multi- 
meric structure; L is a linking arm comprising a linear catemer concatenation of at least two covalent bonds; and n is an integer equal 
SB to 0 or 1 ; R 3 and R 4 represent, independently of each other: H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, 
COOR with R = alkyl or aryl, A is a linking arm comprising at least a double bond enabling the conjugation of the diazo function with 
the aromatic cycle; and u is a whole number between 0 and 2, preferably between 0 and 1; and -Y-X- represents -CONH-, -NHCO-, 
-CH 2 0-, -CH 2 S-. The invention also concerns a method for the synthesis of said markers and uses for labelling biological molecules, 
^"J in particular nucleic acids, with a labelling reagent bearing the diazomethyl function. The invention is particularly applicable in the 
field of diagnosis. 

o\ 

(57) Abregg : La presente invention concerne un reactif de marquage stable a la temperature de formule (0), dans laquelle: R l repnS- 
^ sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu<§, R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables 
^ relics entre eux par au moins une structure multimerique, L est un bras de liaison comportant un enchancement lin£aire d'au moins 
^ deux liaisons covalentes et n un nombre entieregal a 0 ou 1, R 3 et R 4 representent independamment Tun de Tautre: H, N0 2 , CI, Br, 

F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, A est un bras de liaison comportant au 
2? moins une double liaison covalente permettant la conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 

compris entre 0 et 2, preTerentiellement de 0 ou 1, et -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH z O-, -CH 2 S-. La pnSsente invention 

dScrit aussi un proc6d£ de synthese desdits marqueurs ainsi que des applications pour le marquage de molecules biologiques, en 
£^ particulier des acides nucl&ques, avec un reactif de marquage portant la fonction diazom6thyIe. Uinvention trouve une application 
^ preTerentielle dans le domaine du diagnostic. 
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« REACTEFS DE MARQUAGE, PROCEDES DE SYNTHESE DE TELS REACTIFS ET 
PROCEDES DE DETECTION DE MOLECULES BIOLOGIQUES » 

La pr6sente invention conceme de nouveaux reactifs de marquage de molecules 
5 biologiques, un procede de synthase desdits marqueurs ainsi que des applications pour le 
marquage de molecules biologiques en particulier dans le domaine du diagnostic par sondes 
nucleiques. 

L*6tat de la technique montre que de nombreuses m&hodes existent pour marquer des 
nucleotides, des oligonucleotides ou des acides nucleiques. 
10 Une premiere methode consiste a fixer le marqueur sur la base, que celle-ci soit 

naturelle ou modifiee. Une deuxi&ne methode propose de fixer le marqueur sur le sucre, la 
encore qu'il soit nature! ou modifi6. Une troisi&ne methode a pour objet la fixation du 
marqueur sur le phosphate. 

Le marquage sur la base a 6t6 notamment utilise dans l'approche de marquage des 
15 acides nucleiques par incorporation de nucleotides directement marques. 

Le marquage sur le sucre est souvent utilise dans le cas des sondes nucleiques 
prepares par synthase chimique. 

Le marquage sur le phosphate a ete aussi utiUse pour introduire des bras 
fonctionnalises et des marqueurs lors de la synthdse chimique des oligonucleotides. 

20 

En fait Phomme du metier, qui doit effectuer un marquage d'un nucleotide, ou d'un 
analogue de nucleotide ou d'un acide nucieique, est enclin a effectuer cette fixation sur la base 
ou sur le sucre qui lui offrent plus de commodite et d'alternatives. C'est d'ailleurs ce qui 
ressort de P6tude de nombreux documents, tels que EP-A-0.329.198, EP-A-0.302.175, EP-A- 
25 0.097.373, EP-A-0.063.879, US-A-5,449,767, US-A-5,328,824, WO-A-93/16094, DE-A- 
3.910.151, EP-A-0.567.841 pour la base ou EP-A-0.286.898 pour le sucre. 

La fixation du marqueur sur le phosphate est une technique plus complexe que la 
technique consistant a fonctionnaliser la base ou le sucre et a ete bien moins utilisee 
30 notamment k cause de la faible reactivite du phosphate (voir par exemple Jencks W.P. et al J. 
Amer. Chem Soc, 82, 1778-1785, 1960). De m&ne dans la revue de O'Donnel et Mc 
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Laughlin (« Reporter groups for the analysis of nucleic acid structure », p 216-243, dans 
«Bioorganic Chemistry: Nucleic Acids », Ed Hecht S.M., Oxford University Press, 1996) 
portant sur les m&hodes d'introduction de sondes dans les fragments d'oligonucl6otides, 
Palkylation efficace du phosphodiester internucteotidique est consid6r£e comme 6tant 
5 impossible. 

La demande de brevet WO-A-99/65926 d6crit un proc6d6 de marquage d'un acide 
ribonucl&que (ARN) de synthase ou naturel qui consiste a fragmenter TARN et h marquer au 
niveau du phosphate terminal. Ce document d6crit un certain nombre de fonctions pouvant 

10 etre utilises pour le marquage en liaison avec la fragmentation comme les fonctions 
hydroxyle, amine, hydrazine, alcoxyamine, halog&iure d'alkyle, halog6nure d'alkyle de type 
benzylique et en particulier le d&iv6 5-(bromom6thyl)fluoresc6ine. Ces fonctions permettent 
de marquer les acides nucteiques, mais il faut associer une 6tape de fragmentation pour avoir 
un marquage efQcace car ce marquage se produit sur le phosphate \ibix6 lors de la 

15 fragmentation. De plus, il faut ajouter un excds important de r^actif de marquage par rapport k 
TARN pour obtenir un marquage efBcace ce qui induit des probl&nes de bruit de fond 
generes par le marqueur en exces. Enfin, cette m6thode ne fonctioime pas efficacement sur de 
l'ADN double brin. 

20 II existe done un besoin pour de nouveaux reactifs qui soient efficaces du point de vue 

du rendement de marquage, qui soient spScifiques au niveau de la position de marquage et en 
particulier qui n'affectent pas les propri6t6s d'hybridation des bases impliqu6es dans la 
< formation de la double heiice, par l'interm&liaire des liaisons hydrogenes, qui soient 
utilisables k la fois pour l'ADN et TARN, et enfin qui permettent de marquer indiffSremment 

25 des nucleotides, des oligonucleotides, des acides nucl&ques naturels ou pr6par6s par 
amplification enzymatique. 

La pr6sente invention d6crit de nouveaux marqueurs qui r6pondent aux conditions 
pr£cit6s et qui utilisent la fonction diazom&hyle comme fonction reactive pour le marquage. 
30 La fonction diazom6thyle (de formule -C(N2>-) a d£j& 6t6 utiliste pour 1'alkylation des 

groupements phosphates, mais un certain nombre de probl&mes se posent. D'une part, les 
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d6riv6s diazo en general sont instables eux-memes, ce qui pose des probl&nes pour 
l'utilisation des ces rSactifs de marquage dans un kit de marquage, et d'autre part, le produit 
de couplage est instable ce qui est redhibitoire si le produit marque a pour fonction de mettre 
en Evidence la presence d'une molecule cible biologique dans un echantillon quelconque. 

Enfin les derives portant la fonction diazom6thyle sont insolubles dans l'eau, ce qui 
conduit a utiliser des conditions biphasiques pour le couplage avec des molecules biologiques, 
qui ne sont solubles et stables que dans l'eau ou des tampons aqueux, mais ces conditions 
ralentissent la vitesse de reaction et done nuisent k l'efficacite du couplage. 

Les nouveaux r£actifs de marquage de Pinvention r£solvent aussi ces probl6mes 
techniques. 



Selon un premier mode de realisation, la pr6sente invention decrit un r£actif de 
15 marquage stable k la temperature de formule (0) : 

R 3 



10 



R- (L)„— Y— X 




N 2 

dans laquelle : 

• R 1 repr£sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu£, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d£tectables reli6s entre 
20 eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin£aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal h 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 repr£sentent ind£pendamment Pun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L)n-Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, 

25 • A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 
compris entre 0 et 2, pr6f£rentiellement de 0 ou 1, et 
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• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

Selon un deuxidme mode de realisation, la pr6sente invention d6crit un r6actif de 
marquage stable k la temperature de formule (1) : 



dans laquelle : 

• R l represente Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d*au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal aOoul, 

• R 3 et R 4 represented ind6pendamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

Avantageusement, selon une premiere variante du deuxieme mode de realisation, le 
rdactif stable & la temperature est de formule (2) : 




N 2 




N 2 



dans laquelle : 
dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 



eux par au moins une structure multimerique, 



WO 02/090319 



5 



PCT/FR02/01543 



20 




• L est un bras de liaison comport ant un enchainement lin^aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 , et 

• R 3 et R 4 represented independamment Tun de r autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(LVY-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

5 

Avantageusement, selon une deuxieme variante du deuxieme mode de realisation, le 
r6actif stable h la temperature est de formule (3) : 

R- (L) n — NH — C 

dans laquelle : 

10 • R l represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relics entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin£aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 , et 

15 • R 3 et R 4 representent independamment Tun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

Avantageusement, selon une troisieme variante du deuxieme mode de realisation, le 
r6actif stable k la temperature est de formule (4) : 



R^ (L) n — CH 2 — O 




R 4 



dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier egal k 0 ou 1, 

• R 3 et R 4 represented independamment Tun de l'autre : H, N0 2) CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 



Avantageusement, selon une premiere variante du premier mode de realisation, le 
reactif stable k la temperature est de fonnule (21) : 



dans laquelle : 

10 • R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 , 

15 • A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 



• R 3 et R 4 represented independamment Pun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 



5 




3 



N 2 



20 



Avantageusement, selon une deuxi£me variante du premier mode de realisation, le 
reactif stable k la temperature est de formule (22) : 




3 



N 2 



dans laquelle : 
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• R repr6sente Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchamement lin6aire d'au moins deux liaisons 
5 co valentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 , 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

• R 3 et R 4 represented independamment Pun de P autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

10 

Avantageusement, selon une troisidme variante du premier mode de realisation, le 
reactif stable a la temperature est de formule (23) : 




N 2 



dans laquelle : 

15 • R 1 repr^sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier egal k 0 ou 1, 

20 • A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

• R 3 et R 4 represented independamment Tun de P autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

Dans les formules ci-dessus (0) k (4) et (21) k (23), avantageusement R 3 et R 4 
25 represented independamment Pun de Pautre : H, N0 2 , OCH 3 , -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 - 
CH 2 ) 3 «CH 2 -NH.R 2 ,-CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-.CH 2 -CH 2 )4-CH 2 -NH-R 2 . 
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Ainsi, un compose pr6f6re selon la troisidme variante du deuxidme mode de 
realisation (formule (4)) est de formule (4') : 



dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, et 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 . 

De mSme, un compose prefi&re selon la premiere variante du deuxi&ne mode de 
realisation (formule (2)) est de formule (2') : 



dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, et 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 . 

Avantageusement dans la formule (2'), le substituant portant la fonction diazomethyle 
est en ortho ou en mita. 




N0 2 



N 2 




De meme, un compose pr6f6re selon la premiere variante du premier mode de 
realisation (formule (21)) est de formule (24) : 



WO 02/090319 



PCT/FR02/01543 



9 




dans laquelle : 

• R 1 repr^sente Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
5 eux par au nioins une structure multimerique, et 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1. 

Par « structure multimerique », on entend un polym&re forme d'unites r6pet£es de 
10 synthons chimiques ou biologiques. Un exemple est cite dans 1'exemple 34.2 de la description 
ci-aprds. De nombreuses variantes de telles structures utilisables dans la prSsente invention 
sont connues, comme par exemple : 

• les polymdres lineaires (EP-A-0.561.722, EP-A-0.669.991), 

• les polymeres ramifies (WO-A-01/92361), 
15 • les particules (EP-A-0 827 552), 

• les dendrim&es (US-A-4,507,466 ; US-A-4,568,737 ; US-A-6,083,708), 

• les polynucleotides, et 

• les polypeptides. 



20 Par « marqueur detectable », on entend au moins un marqueur capable de g£n£rer 

directement ou indirectement un signal detectable. Une liste non limitative de ces marqueurs 
suit : 

• les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence, 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la p-galactosidase, 

25 la glucose-6-phosphate deshydrogenase, 

• les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, 
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• les groupements k densite 61ectronique detectable par microscopie eiectronique ou par leur 
propriete eiectrique comme la conductivite, l'amperometrie, la voltametrie, Pimpedance, 

• les groupements detectables, par exemple dont les molecules sont de tailles suffisantes 
pour induire des modifications detectables de leurs caracteristiques physiques et/ou 

5 chimiques, cette detection peut etre r£alisee par des methodes optiques comme la 
diffraction, la resonance plasmon de surface, la variation de surface, la variation d'angle de 
contact ou des methodes physiques comme la spectroscopic de force atomique, l'effet 
tunnel, 

• les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le I. 

10 De preference, le marqueur n'est pas un marqueur radioactif pour 6viter les probldmes de 
securite lies k ces marqueurs. 

Dans un mode de realisation particulier de la pr6sente invention le marqueur est 
detectable eiectrochimiquement, et en particulier le marqueur est un derive d'un complexe de 
fer, comme un ferrocene. 

15 Des systdmes indirects peuvent etre aussi utilises, comme par exemple des ligands 

capables de r6agir avec un anti-ligand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien connus de 
l'homme du metier, ce qui est le cas par exemple des couples suivants : biotine/streptavidine, 
haptene/anticorps, antigene/anticorps, peptide/anticorps, sucre/lectine, polynucleotide/ 
compiementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le ligand qui porte la fonction reactive 

20 diazomethyle. L' anti-ligand peut etre detectable directement par les marqueurs decrits au 
paragraphe precedent ou etre lui-meme detectable par un autre couple ligand/anti-ligand. Ce 
systeme d'empilement est illustre dans les exemples. 

Un autre exemple de systdmes indirects utilise une liaison covalente specifique entre le 
ligand et 1* anti-ligand par exemple methylcetone et alcoxyamine. Des exemples de ce systeme 

25 sont decrits dans les demandes de brevet WO-A-00/40590 et WO-A-98/05766. Ces systdmes 
de detection indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, k une amplification du 
signal et Ton pourra se reporter aux demandes de brevet anterieures WO-A-00/07982, WO-A- 
01/92361 et WO-A-95/08000 pour des exemples d' amplification chimique en utilisant des 
polymdres ou k la demande WO- A-0 1744506 pour les systdmes d' amplification chimique par 

30 empilement. 
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Dans un mode particulier de 1' amplification de signal, au moins deux marqueurs sont 
presents sur le r6actif de marquage. 

En particulier un reactif qui permet de mettre en oeuvre 1' amplification de signal selon 
5 la pr6sente invention possSde une structure R 2 -(L) n - de formule (5) ci dessous : 



10 



R — HN- 



O 



Y 

NH 
(CH 2 )p 

NH 
O J 



°Y R 

NH 
(CH 2 )p 



m-1 



dans laquelle : 

• R 2 repr&sente un marqueur detectable, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 100, de preference compris entre 1 et 20, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10, avantageusement 2 a 6, de preference 4. 



15 



Cette structure de R 2 -(L) n s'applique indifKremment aux formules (0) k (4) et (2.1) k 
(23) pr6c£dentes. 

Un autre reactif de marquage pr6f6r6 pour V amplification de signal est le reactif de 
formule (6) : 



R-(L) n -Y— X 




X— Y-(L) n -R 2 



dans laquelle : 
20 • R 2 represente un marqueur detectable, 

• R 3 represente H, N0 2 , CI, Br, F, I, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = 
alkyle ou aryle, 
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15 



• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins 2 liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal & 0 ou 1, et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, ~CH 2 S-. 

Avantageusement le reactif pour ^amplification de signal a la formule (7) 

N 2 




dans laquelle : 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multim&ique, 

10 • R 3 represente H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L)„-Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, 
COOR avec R = alkyle ou aryle, de preference R 3 represente H, N0 2 , OCH 3 , -CO-NH- 
(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 ou -CO-NH-(CH 2 ) 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) 4 -CH 2 -NH-R 2 , et 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins 2 liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal & 0 ou 1 . 



Toujours un autre reactif de marquage pr6fiSr6 pour 1' amplification de signal est le 
reactif de formule (25) : 




^-(LV-Y-X-K- )l T( ^X-Y-(L)„-R 2 



dans laquelle : 

20 • R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, 
• R 3 represente H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, 
COOR avec R = alkyle ou aryle, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal h 0 ou 1, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente pennettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

5 • -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 



Dans un mode pr6f6r6 de Pinvention, le traceur est un compose fluorescent de faible 
encombrement sterique comme la fluoresc6ine 3 le dansyl, les chromophores du type IR (Li-COR 
Inc, Lincoln NE, USA), des derives cyanines comme le Cy5 et le Cy3 (Randolph J.B. and al, 
10 Nucleic Acids Res., 25(14), p2923-2929, 1997) et en particulier les derives du Cy5 ou bien le 
traceur est un haptene de faible encombrement sterique comme la biotine ou un derive de 
Pabietane (voir la demande WO-A-00/07982). Par faible encombrement sterique, on entend un 
poids mol6culaire inf6rieur k 1000 g/mole. 

Dans le cas d'un fluorophore, il est preferable de travailler avec des fluorophores dont la 
15 longueur d'onde d' excitation est superieure a 450 nm, de preference superieure h 600 nm. 

Dans le cas ou le traceur est un hapt&ne qui ne produit pas de signal pax lui-m6me 
comme par exemple la biotine, la detection est realise par la reconnaissance d'un anti-ligand 
marqu6 comme decrit plus haut. Dans le cas de la biotine, on utilise de preference de la 
streptavidine ou un anticorps anti-biotine couple a un compost fluorescent comme la 
20 fluoresceine, Cy5 ou la phyco6rythrine. Dans le cas de Tabietane, on utilise un anticorps 
monoclonal comme decrit dans la demande de brevet WO-A-00/07982. 



En particulier les reactifs de marquage de Pinvention sont solubles dans des solvants 
polaires comme le DMF, le DMSO, CH 3 CN, THF, DMA (dimethylacetamide), NMP (N- 
25 methylpyrrolidone), DME (dim6thoxyethane). 

De preference les reactifs de marquage sont solubles dans le DMSO ou l'eau. 
Par solvant miscible k Peau, on entend un solvant qui est miscible dans une proportion 
d'au moins 5% en volume avec de Peau ou un tampon aqueux contenant des sels. 

Avantageusement dans les formules precedentes, le bras L comprend un motif ethylene 
30 glycol ou polyethylene glycol pour augmenter la solubilite du reactif dans Peau. 

A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison de type ethyl6nique 
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permettant la conjugaison de la fonction diazom&hyle avec le cycle aromatique. Le bras de 
liaison A a pour fonction d' Eloigner la fonction diazom&hyle du cyle pour diminuer 
l'encombrement sterique tout en conservant la stabilite de la fonction diazom6thyle. Par 
« conjugaison », on entend la deiocalisation electronique du cycle aromatique le long de la 
5 chaine carbon6e du bras de liaison A. A titre d'exemple, le bras A peut avoir la structure 
suivante : 



dans laquelle : 

• v est un nombre entier compris entre 1 et 10, de preference v est 1 ou 2, et 
10 • R 10 est H ou un groupement alkyle, de preference R 10 est H 3 methyle ou ethyle. 

Ces r6actifs peuvent ainsi se fixer en phase homog&ie sur les molecules biologiques, la 
phase homog&ne etant constitute d'une solution sensiblement aqueuse -c'est k dire contenant 
aumoins 50% d'eau. 



15 reconnaissance lui permettant de reagir avec une molecule cible d'interBt biologique. A titre 
d'exemple on peut citer comme molecules biologiques les acides nucieiques, les antigenes, les 
anticorps, les polypeptides, les proteines, les haptdnes. 

Le terme «acide nucleique» signifie un enchainement d'au moins deux 
20 d6soxyribonucl6otides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un nucleotide 
modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant une base modiftee, telle que 
Tinosine, la methyl-5-d6soxycytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la 
diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute autre base modiftee permettant 
rhybridation. Ce polynucleotide peut aussi Stre modifie au niveau de la liaison 
25 internucieotidique comme par exemple les phosphorothioates, les H-phosphonates, les alkyl- 
phosphonates, au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucl6otides ( FR 2 
607 507) ou les PNA (M. Egholm et al,, J. Am. Chem. Soc., 114, 1895-1897, 1992 ou les 2' 
Oalkyl ribose. L'acide nucieique peut 6tre naturel ou synthetique, un oligonucleotide, un 
polynucleotide, un fragment d'acide nucieique, un ARN ribosomique, un ARN messager, un 




Par « molecule biologique », on entend un compose qui possdde au moins un site de 
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ARN de transfert, un acide nucl6ique obtenu par une technique ^amplification enzymatique 
telle que : 

• PCR (Polymerase Chain Reaction), d6crite dans les brevets US-A-4,683,195, US-A- 
4,683,202 et US-A-4,800,159, et sa d&ivee RT-PCR (Reverse Transcription PCR), 

5 notamment dans un format en une 6tape, tel que decrit dans le brevet EP-B-0.569.272, 

• LCR (Ligase Chain Reaction), expos6e par exemple dans la demande de brevet EP-A- 
0.201.184, 

• RCR (Repair Chain Reaction), d<§crite dans la demande de brevet WO-A-90/01069, 

• 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO-A-90/06995, 

10 • NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet WO-A- 
91/02818, et 

• TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491 . 

On parle alors d'amplicons pour designer les acides nucl&ques g6n&*6s par vine technique 
d' amplification enzymatique. 
15 Chacune de ces modifications peut etre prise en combinaison pour peu qu'au moins un 

phosphate soit present dans V acide nucl6ique. 

Par « polypeptide », on entend un enchainement d'au moins deux acides amines. 
Par « acides amines », on entend : 
20 • les acides amines primaires qui codent pour les proteines, 

• les acides amines d&iv&s aprds action enzymatique, comme la trans-4-hydroxyproline, 

• les acides amines naturels, mais non presents dans les prot&nes comme la norvaline, la N- 
m6thyl-L leucine, la staline (voir Hunt S. dans Chemistry and Biochemistry of the amino 
acids, Barett G.C., ed., Chapman and Hall, London, 1985), et 

25 • les acides amines prot6g6s par des fonctions chimiques utilisables en synthase sur support 
solide ou en phase liquide et les acides amines non naturels. 

Le terme «hapt£ne » dSsigne des composes non immunog&aes, c'est-&-dire incapables 
par eux-memes de promouvoir une reaction immunitaire par production d'anticorps, mais 
30 capables d'Stre reconnues par des anticorps obtenus par immunisation d'animaux dans des 
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conditions connues, en particulier par immunisation avec un conjugu6 haptene-proteine. Ces 
composes ont g6n6ralement une masse moieculaire inferieure k 3000 Da, et le plus souvent 
inferieure k 2000 Da et peuvent 6tre par exemple des peptides glycosyies, des metabolites, des 
vitamines, des hormones, des prostaglandins, des toxines ou divers medicaments, les 
5 nucleosides et nucleotides. 

Le terme « anticorps » inclut les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, les anticorps 
obtenus par recombinaison g6n6tique, et des fragments d' anticorps tels que des fragments Fab 
ouF(ab')2. 

Le terme « antigdne » d6signe un compose susceptible de g6n6rer des anticorps. 
10 Le tenne «prot6ine» inclut les holoproteines et les heteroprot6ines comme les 

nucleoprot&nes, les lipoproteins, les phosphoprot&nes, les metalloproteines et les 
glycoproteins, aussi bien fibreuses que globulaires sous leur forme conformationnelle 
caracteristique. 

Avantageusement la molecule biologique poss&Ie un groupe phosphate, c'est-&rdire 
15 ayant au moins un motif : 

o- O" 

I I 

— O— P— O — ou — O— P— <X 

II II 

o o 

qui est soit present naturellement dans la molecule biologique, soit peut etre introduit par 
exemple par modification chimique ou enzymatique. Des exemples de modification chimique 
pour les proteines sont donates dans « Chemistry of protein conjugation and cross linking », 
20 S.S. Wong, CRC Press, 1991. 

De preference, la molecule biologique est un acide nucieique. 
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Certains r6actifs avantageux de l'invention sont : 
a) de formule (8) : 

O 



R 2 — (L) n — C-NH^Q\ 



N 2 

dans laquelle : > 
5 • R 1 repr&ente H ou un groupe alkyle ou atyle ou aryle substitu6, 

• R repr&ente un marqueur detectable ou an moins deux marqueurs d&ectables relies entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchalnement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes, et 

10 • n un nombre entier egal k 0 ou 1 . 
b) de formule (9) : 



O - 

R 2 — (L) n — C-NH^Q\ 



N 2 

dans laquelle : 

• R 1 repr&ente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu£, 

15 • R 2 reprSsente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d&ectables reli6s entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes, et 

• n un nombre entier 6gal h 0 ou 1 . 
20 c) de formule (10) : 



O R 1 

^(L) ri C-NH^Q^) ^ 



dans laquelle : 
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• R 1 represente Houun groupe alkyle ou aryle ou aryie substitu6, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables reli6s entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
5 covalentes, et 

• n un nombre entier egal a 0 ou 1 . 



De preference, le reactif de marquage a la : 
a)formule(ll) : 

O 

x 

HN HN 

\ / 0 j ^ 

hh — f— h _ ii /r^x 

• c - NH -<0 

10 *2 

dans laquelle R l represente un groupe methyle ou un ph6nyle. 




b)formule(12): 

O 

X 



HN HN 

O 

H— ) (— H 




C-NH — (Cy) 



N 2 

dans laquelle R 1 represente un groupe methyle ou phenyle. 
15 c)formule(13) : 
O 
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dans laquelle R repr&ente un groupe m&hyle ou ph6nyle. 
D'autre r6actifs pr6f6r6s selon l'invention ont : 



a) la formule (14) 



N0 2 

O . / 

2 II ' X 

R (L) n C-NH- 



N 2 



dans laquelle 



• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

10 • L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes, et 

• n un nombre entier egal k 0 ou 1 . 



b) la formule (26): 



15 




dans laquelle : 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables reli6s entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
20 conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal h 0 ou 1 . 
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c) laforraule (15) ; 



N0 2 




dans laquelle : 

5 • R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes, et 

• n un nombre entier egal aOoul. 

0 

d) la formule (27) : 




N=N 2 

dans laquelle : 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
15 eux par au moins une structure multimerique, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal a 0 ou 1 . 

20 

Quelque soit la variante et le mode de realisation du r£actif, L peut comprendre un 
motif -(O-CH2-CH2)-, r6pete de 1 h 20 fois, pr£f£rentiellement de 1 k 10 fois, et encore plus 
prefSrentiellement de 2 k 5 fois. 
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C'est un autre objet de la presente invention que de dScrire un proced6 de synthase 
d'un rSactif de marquage ainsi que les reactifs de marquage, stables h la temperature, 
susceptibles d'6tre obtenus par ledit proc&te comprenant les Stapes suivantes : 

5 

a) on dispose d'un d6riv6 de formule (16 bis) : 




dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitue, 

10 • R 3 et R 4 represented indSpendamment l'un de 1'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 6 , OR, SR, 
NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R « alkyle ou aryle, 

• R 6 repr&sente COOH ,COOM, NH 2 , OH ou SH avec M » alkyle, en particulier m6thyle ou 
6thyle, et 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
15 conjugaison de la fonction diazom&hyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 

6gal £0 ou 1, 

b) on dispose d'un marqueur ou d'un pr6curseur de marqueur poss&lant une fonction 
reactive R 7 complementaire de R 6 , 

c) on fait r6agir ensemble la fonction compl6mentaire dudit marqueur ou precurseur 
20 de marqueur avec la fonction R 6 du d6riv6 de formule (16 bis) en presence d'au moins un 

agent de couplage pour former une liaison covalente, 

d) on fait r^agir un d6riv6 de Phydrazine ou l'hydrazine sur la fonction c6tone ou 
aldehyde pour former une hydrazone, et 

e) on transforme 1'hydrazone en fonction diazom&hyle & 1'aide d'un traitement 
25 appropriS. 
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Si la fonction R 6 est COOH ou COOM, la fonction compl&nentaire R 7 est NH2. 

Si la fonction R 6 est NH2, la fonction complementaire R 7 est COOH. 

Si la fonction R 6 est OH, la fonction compl6mentaire R 7 est choisie parmi : 
halog&iure d'alkyle, sulfonate, tosylate. 
5 Si la fonction R 6 est SH, la fonction complementaire R 7 est choisie parmi : 

halogenure d'alkyle, maleimide. 



Une variante du precede de synthase comprend les Stapes suivantes : 
a) on dispose d'un d&iv6 de formule (16 bis) : 




dans laquelle : 

• R 1 represente Houun groupe alkyle ou aryle ou aryle substitue, 

• R 3 et R 4 reprSsentent indSpendamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 6 , OR, SR, 
NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R est alkyle ou aryle, 

15 • R 6 repr6sente COOH ,COOM, NH 2 , OH ou SH avec M est alkyle, en particulier methyle 
ou 6thyle, et 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazom6thyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 
6gala0oul, 

20 b) on dispose d'un bras de liaison L poss&lant au moins deux fonctions r^actives R 8 

identiques ou diff6rentes, la premiere fonction R 8 complementaire de R 6 et la deuxi&ne 
fonction R 8 compl&nentaire de R 7 , et on dispose en outre d'un marqueur ou d'un pr6curseur 
de marqueur poss6dant une fonction reactive R 7 , 

c) on fait r6agir la premiere fonction reactive R 8 du bras de liaison L avec le d6riv6 de 

25 formule (16 bis) en presence d'au moins un agent de couplage pour former une liaison 
covalente puis on fait r6agir la deuxi&ne fonction reactive R 8 du bras de liaison L avec le 
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marqueur ou le precurseur de marqueur en presence d'au moins un agent de couplage pour 
former une liaison covalente, 

d) on fait r6agir un d6riv6 de Phydrazine ou Phydrazine sur la fonction c6tone ou 
aldehyde pour former une hydrazone, et 
5 e) on transforme Phydrazone en fonction diazom&hyle h Paide d'un traitement 

approprie. 

Dans ce cas particulier, le proc&te comprend une 6tape suppl&nentaire oix le bras de 
liaison L est additionnS sur le compos6 (16 bis) avant de faire r6agir le marqueur ou 

10 precurseur de marqueur. Dans ce cas, le bras de liaison L porte au moins une premidre 
fonction reactive R 8 complementaire de R 6 , pour pennettre le couplage du bras L sur le 
compost (16 bis), et au moins une deuxieme fonction R 8 , permettant le couplage du marqueur 
ou precurseur de marqueur sur le bras de liaison L, les deux fonctions R 8 portSes par le bras L 
pouvant Stre identiques ou diffSrentes en fonction de la strat6gie de couplage et des fonctions 

15 reactives R 6 et R 7 , port6es respectivement par le compost (16 bis) et le marqueur ou 
precurseur de marqueur. 

Si la fonction R 6 et/ou la fonction R 7 est/sont COOH ou COOM, la premiere et/ou la 
deuxieme fonction compl&nentaire R 8 est/sont NH2. 
20 Si la fonction R 6 et/ou la fonction R 7 est/sont NH2, la premiere ou la deuxi&me 

fonction compl&nentaire R 8 est/sont COOH, 

Si la fonction R 6 et/ou la fonction R 7 est/sont OH, la premiere et/ou. la deuxidme 
fonction complementaire R 8 est/sont choisie(s) ind6pendamment parmi : halog6nure d'alkyle, 
sulfonate, tosylate. 

25 Si la fonction R 6 et/ou la fonction R 7 est/sont SH, la premidre et/ou la deuxidme 

fonction complementaire R 8 est/sont choisie(s) indSpendamment parmi : halog&iure d'alkyle, 
mal&mide. 

30 Dans le cas oil le R 6 est OH ou SH, Pagent de couplage est une base telle la potasse 

ou le carbonate de potassium ou une base organique. 

Dans le cas ou le R 6 est COOH ou NH2, Pagent de couplage est choisi par exemple 
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parmi les agents de couplage utilises en synthase peptidique. On pourra se reporter k Pouvrage 
« Peptide Chemistry, a practical textbook » de M. Bodansky, ed Springer Verlag, Berlin, 1988, 
chapitre V, pages 55-73. 

Par « d6riv6 de Phydrazine », on entend une mol6cule possSdant la fonction NH2- 
5 NH-. Le tosylhydrazine est un exemple d'un tel d6riv6. 

La transformation de l'hydrazone en diazomethyle est rSalisee par les m&hodes 
usuelles, en particulier l'oxydation par Mn02. 

D'autres m&hodes sont utilisables comme dScrites dans X. Creary, Organic 
Syntheses, Wiley : New York, Coll. Vol. VH, p438-443, 1990; H. Zollinger, Diazo Chemistry 
10 H, VCH, Weinheim, p34-47, 1995; T. L. Holton and H. Shechter, J. Org. Chem., 60, 4725- 
4729,1995. 

Dans le cas de l'utilisation d'un d6riv6 tosylhydrazine, la m6thode est dScrite dans X. 
Creary, Organic Syntheses ; Wiley : New York, Coll. Vol. VH, p438-443, 1990. 

15 

Dans un mode particulier de Tun quelconque des proc6d6s, ledit proc6d6 comprend : 

• une 6tape suppl&nentaire de protection de la fonction cStone ou aldehyde (dans le cas oil 
R 1 est H) du compose (16 bis), et 

• une Stape suppl&nentaire ult&ieure de dSprotection de ladite fonction cStone ou aldehyde. 
20 Cette protection est rSalisee par un groupement acetal par exemple. La dSprotection est 

effectude par un moyen approprie comme en milieu acide pour le groupement ac&al. 
L'homme du metier determine en fonction des composes k quelle Stape de synthese ces deux 
Stapes de protection et de deprotection interviennent. 

25 

Selon un autre mode de la presente invention est dScrit un proc6d6 de synthase d'un 
rSactif de marquage ainsi que les rSactifs de marquage, stables k la temperature, susceptibles 
d'etre obtenus par ledit proc6d6 comprenant les Stapes suivantes : 
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a) on dispose d'un derivS de formule (16) : 
dans laquelle : 

• R l represente Houun groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu6, 

5 • R 3 et R 4 repr6sentent ind6pendamment Tun de P autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 6 , OR, SR, 
NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et 

• R 6 represente COOH,NH 2 , OH ouSH. 

b) on dispose d'un marqueur ou d'un precurseur de marqueur poss6dant une fonction 
reactive R 7 compl&nentaire de R 6 , 
10 c) on fait r6agir ensemble la fonction compl&nentaire dudit marqueur ou prScurseur 

de marqueur avec la fonction R 6 du d6riv6 de formule (16) en presence d'au moins un agent 
de couplage pour former une liaison covalente, 

d) on fait reagir Phydrazine ou un de ses derives sur la fonction c&one ou aldehyde 
pour former une hydrazone, et 
15 e) on transforme Phydrazone en fonction diazom6thyle k Paide d'un traitement 

appropri& 



Si la fonction R est COOH, la fonction compl&nentaire R est NH 2 . 
20 Si la fonction R 6 est NH 2 , la fonction complementaire R 7 est COOH. 

Si la fonction R 6 est OH, la fonction compl&nentaire R 7 est choisie parmi : halog&iure 
d'alkyle, sulfonate, tosylate. 

Si la fonction R 6 est SH, la fonction compl&nentaire R 7 est choisie panni : halog&mre 
d'alkyle, mal&mide. 

25 Dans le cas ou le R 6 est OH ou SH, P agent de couplage est une base telle la potasse ou 

le carbonate de potassium. 
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Dans le cas oti le R est COOH ou NH2, Tagent de ccmplage est choisi par exemple 
parmi les agents de ccmplage utilis6 en synthase peptidique. On pourra se reporter h l'ouvrage 
« Peptide Chemistry, a practical textbook » de M. Bodansky, ed Springer Verlag, Berlin, 1988, 
chapitre V, pages 55-73. 

Par « d&iv6 de 1 'hydrazine », on entend une molecule poss6dant la fonction NH2-NH-. 
Le tosylhydrazine est un exemple d'un tel d6riv6. 

La transformation de Phydrazone en diazom6thyle est r6alis6e par les m6thodes 
usuelles, en particulier l'oxydation par Mn0 2 . 

D'autre m&hodes sont utilisables comme d6crites dans X. Creary, Organic Syntheses, 
Wiley : New York, ColL Vol. VH, p438-443, 1990; H. Zollinger, Diazo Chemistry II, VCH, 
Weinheim, p34-47, 1995; T. L. Holton and H. Shechter, J. Org. Chem., 60, 4725-4729, 1995. 
Dans le cas de 1'utilisation d'un d6riv6 tosylhydrazine, la m6thode est d6crite dans X. Creary, 
Organic Syntheses ; Wiley : New York, Coll. Vol. VII, p438-443, 1990. 

Un proc6d6 prefere selon Pinvention est un proc6d6 ou : 
a) on dispose d'un d6rive de fonnule (17) : 



b) on dispose d'un marqueur ou d'un pr6curseur de marqueur poss6dant une fonction 
acide carboxylique, 

c) on fait rSagir ensemble la fonction carboxylique dudit marqueur ou pr6curseur de 
marqueur et la fonction amine primaire du dSrivS de fonnule (17) en presence d'au moins un 
agent de couplage pour former une liaison amide, 

d) on fait r6agir de l'hydrazine sur la fonction c6tone ou aldehyde provenant du 
d6riv6 de fonnule (17) pour former une hydrazone, et 

e) on oxyde ladite hydrazone en presence de Mn02 pour former une fonction 
diazom6thyle. 




dans laquelle R reprfeente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substituS, 
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Dans tous les proc6d£s d£crits pr£c£demment et avantageusement, le groupe alkyle est 
un groupe lin£aire ou ramifi£ en C1-C4 et le groupe aryle est un groupe ph6nyle 
6ventuellement substitue. 
5 De preference R 4 est un methyle ou un ph6nyle c'est h dire que le derive de fonnule 

(17) est Tac6toph6none ou la benzoph&ione substitue par Tamine en position ortho meta ou 
para. 

La fonction amine du derive (17) est en position ortho meta ou para en fonction du 
produit final d£sire, de preference en position ortho ou meta. 

10 

L' agent de couplage est choisi parmi les agents de couplage notamment utilise en 
synthese peptidique comme decrit pr6c6demment et par exemple iBuOCOCl en presence 
d'une base comme la N-m&hylmorpholine. 

Par « precurseur de marqueur », on entend un compose ayant au moins une fonction 

15 reactive eventuellement protegee differente de la fonction diazom6thyle et compatible avec 
ladite fonction qui permet la fixation d'un marqueur ulterieurement, c'est k dire apr&s Tune 
quelconque des 6tapes du procede et en particulier apres Tetape d'oxydation par MnCh. En 
particulier, la precurseur de marqueur peut comprendre le bras de liaison L. Un exemple de 
strategic utilisant un pr6curseur de marqueur est donnee ci-dessous dans le cas de 

20 P amplification de signal mais d'autres variantes sont possibles en utilisant les diff&rents 
groupements protecteurs qui sont bien connus de l'homme du metier. 

Dans le cas de 1' amplification de signal, le procede de synthase est similaire. Le 
precurseur du marqueur a la formule (18) ci-dessous. 

25 

GPj-NH— (CH 2 ) p 

) — COOH 
GP 2 -NH 

dans laquelle GPi et GP2 repr6sentent deux groupements protecteurs de fonction amine 
identiques ou diffSrents et p est un nombre entier compris entre 1 et 10, avantageusement 2 et 
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6 de preference 4. Avantageusement, GPi et GP2 sont dififerents pour pouvoir additionner 
plusieurs motifs comme cela est expliqu6 ci-dessous. 

Des exemples de groupement protecteurs GPI ou GP2 utilisables dans la pr6sente 
invention sont donn6es dans T.W. Greene and P.G.M. Wilts, Protective Groups in Organic 
5 Synthesis, 2 eme Edition, John Wiley and Sons, New York, 1991, pr6f6rentiellement ceux 
couramment utilises en synthase peptidique comme Boc (tertiobutyloxycarbonyle), Fmoc (9- 
fluor6nylm6thyldneoxycarbonyle), Cbz (carboxybenzyle) ou Alloc (allyloxycarbonyle). 

En particulier GPI et GP2 sont respectivement les groupements protecteurs Boc et 

Fmoc. 

10 

La reaction entre ce prScurseur qui possfede une fonction carboxylique et le d6riv6 de 
formule (17) a lieu en presence d'un agent de couplage pour former la liaison amide. Apres 
d£protection dans des conditions usuelles d'un des deux groupements protecteurs, par 
exemple Fmoc avec une base telle que la pip6ridine, la fonction amine liberee est utilisee pour 

15 coupler une autre molecule de formule (18). Ce processus est rep&e autant de fois que 
nScessaire pour obtenir une multitude de fonctions NH2 prot6g6 par tin groupement protecteur 
par exemple une fonction Boc. Le motif est additionne entre une (1) et cent (100) fois, de 
pr6f<§rence entre une (1) et vingt (20) fois. 

On fait reagir de Phydrazine sur la fonction c6tone provenant du deriv6 ph6nylc6tone 

20 pour former une hydrazone pxiis on oxyde en presence de Mn0 2 pour former un residu 
diazom6thyle. Puis apres dSprotection de la fonction amine portant le groupement Boc, un 
traceur, par exemple une biotine activ6e par un groupement N-hydroxysuccinimide, est coupl6 
sur les fonctions amines pour conduire a un rSactif dont le motif R 2 -(L) n - est celui de la 
formule (5). 

25 

C'est un autre objet de la pr6sente invention que de d6crire un proc6d6, ainsi que les 
produits obtenus par ce proc&16, pour le marquage d'une molecule biologique, en particulier 
un acide nucl&que, comprenant la mise en contact en solution, dans une solution homog&ne 
sensiblement aqueuse, d'une molecule biologique et d'un r^actif de marquage selon 
30 F invention. 
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Par « solution sensiblement aqueuse », on entend une solution contenant au moins 50% 
d'eau. Cette solution contient de preference des sels comme une solution tampon. 

Par « solution homogdne », on entend une solution monophasique telle qu'une solution 
eau/DMSO par opposition k une solution biphasique telle qu'une solution eau/chloroforme. 
5 Les conditions particuli£res pour les reactions de marquage varient en fonction des 

molecules biologiques et du marqueur. En ce qui concerne les acides nucl&ques, un pH 
compris entre 5 et 8 pennet un marquage efficace. En particulier, un pH compris entre 5,5 et 
7,0 est pr£f£r£ pour Pensemble des reactifs de ^invention. Avec le r£actif de formule (11), la 
gamme de pH est plus large pour le marquage. Une bonne efficacite de marquage est obtenue 
10 pour un pH compris entre 3 et 8 pour ce r£actif. 

En particulier, le proced£ de marquage et de fragmentation d'un acide nucl&que 
simple ou double brin comprend les Stapes suivantes dans un ordre quelconque : 
- fragmenter 1' acide nucl£ique, 
15 - attacher un marqueur sur au moins un des fragments par l'intenn6diaire d'un rSactif de 
marquage choisi parmi les composes : 
de formule (19) : 

dans laquelle : 

20 • R l repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, et 
• Z comprend un marqueur detectable, 

ledit r£actif se couplant de mani&re covalente et majoritaire sur au moins un phosphate dudit 
fragment. 

Les radicaux Z et/ou R 1 sont choisis pour stabiliser la fonction diazom&hyle, c'est-&-dire au 
25 moins un des deux groupes Z ou R 1 a un noyau ph&iyle. 

La liaison entre le rSactif de marquage et F acide nucl&que est covalente mais il a 6t6 
pr6c6demment d£crit que des interactions non covalentes pouvaient Stre utilis£es notamment 
dans les systdmes d'empilement, ou dans le cas oil le marqueur est detectable indirectement 
Le terme « attacher » couvre done ces diff£rentes possibilit6s. 



30 
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De pr£f6rence, le r6actif de marquage est choisi parmi les composes de formule (20) : 

;c=n 2 

R 2 -(L) n -Z" 

dans laquelle : 

• R 1 repr&ente Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substituS, 

• R 2 est un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables relies entre eux par 
au moins une structure multim&ique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n est 6gal k 0 ou 1, et 

• Z est choisi parmi : 

I 

Y 
I 

X 




ou 




O O 
, II II 

R ou — C-NH — ou — c — 



dans lequel : 

■ R 3 et R 4 reprSsentent ind6pendamment Tun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, OR, 
SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et 

■ -Y-X- reprSsente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0, -CH 2 S-. 

Dans un mode particulier selon la formule (19), Z a la structure suivante : 




Dans ce cas et si R l 6gal H, le r6actif de marquage est le l-Pyr6nyldiazom6thane (PDAM). 
Bien que ce marqueur soit fluorescent, la longueur d'onde d* excitation est trop proche de 
celles des acides nucl&ques. Une detection indirecte par Tutilisation d'un anticorps 
monoclonal dirig6 contre le motif pyr&ie est pr6f£r6e. Le mode d'obtention de cet anticorps 
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est bien connu de l'homme du metier (voir par exemple la demande de brevet WO-A- 
00/07982). 

Les autres nouveaux r6actifs selon 1'invention qui sont droits par les formules (1) k 
5 (27) ainsi que les r^actifs susceptibles d'etre obtenus par les proc6d6s de synthese selon 
Tinvention sont aussi des r6actifs pr£f£r6s selon le proc6d6 de fragmentation et de marquage 
d6crit ci-dessus. 

Ce proc6d6 de marquage et de fragmentation est particulidrement utile dans le cas oH 
10 Pacide nucleique marqu6 doit s'hybrider avec une multitude d'acides nucl&ques, notamment 
oligonucleotides, fixSs sur le support solide k une position pr6d6tennin6e pour former une 
puce a ADN. Par "puce k ADN", on entend un support solide de dimension r6duite oil sont 
fix6s une multitude de sondes de capture k des positions predetermines. En effet, la density 
des acides nucl&ques fixes sur le support solide impose des contraintes st£riques importantes 
15 lors de l'hybridation et la fragmentation permet d'ameliorer cette etape d 'hybridation. Des 
exemples de ces puces k ADN sont donn6s par exemple dans les publications de G. Ramsay, 
Nature Biotechnology, 16, p40-44, 1998; F. Ginot, Human Mutation, 10, pl-10, 1997 ; J. 
Cheng et al, Molecular diagnosis, 1(3), pi 83-200, 1996 ; T. Livache et al, Nucleic Acids 
Research, 22(15), p2915-2921, 1994; J. Cheng et al, Nature Biotechnology, 16, p541-546, 
20 1998. 

La fragmentation et le marquage s'effectue en une 6tape ou en deux £tapes et le 
marquage peut s'effectuer indifferemment avant, aprds ou simultan£ment avec la 
fragmentation. 

25 De preference, le marquage et la fragmentation s'effectue simultan£ment c'est-^-dire 

que les r6actifs nScessaires k ces deux Stapes sont mis ensemble en solution homogSne 
sensiblement aqueuse avec Tacide nucl6ique par exemple. C'est notamment le cas pour la 
fragmentation chimique ou enzymatique. Dans le cas de la fragmentation m£canique par un 
moyen physique, marquage et fragmentation s'effectuant simultan£ment signifie que le moyen 

30 physique est appliqu6 k une solution homog&ne sensiblement aqueuse contenant au moins les 
acides nucl6iques et le r£actif de marquage. 
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La fragmentation de Pacide nucl&que s'effectue par voie enzymatique, chimique ou 
physique. 

La fragmentation par voie enzymatique de Pacide nucleique est r6alis6e par exemple 
5 par des nucleases. 

La fragmentation par voie physique de Pacide nucl&que est realis6e par exemple par 
sonication ou par radiation. 

La fragmentation par voie chimique, si Pacide nucl6ique est un AJRN, est r6alis6e par 
les m6thodes usuelles (voir par exemple Chem. Rev, 98, 961-990, 1998 de Oivanen M. et al.). 
10 Les complexes de m&aux, tels que dScrits dans la revue de G. Pratviel et al, Adv. Org. 

Chem., 45, p251-312, 1998 ou la revue G, Pratviel et al., Angew. Chem. Int. Ed. EngL, 34, 
p746-769, 1995, sont utilisables pour la fragmentation de PADN ou PARN. 

Dans un premier mode de realisation, la fragmentation chimique d'ARN est r6alis6e 
par des cations metalliques associ6s ou non k un catalyseur chimique. Dans ce cas, les cations 
15 m&alliques sont des ions Mg 2 *, Si* + , Ba 2+ , Pb 2+ , Zn 2+ , Cd 2+ , Mn 2+ , Fe 2+ , Co 2+ , Ni 2+ , Ru 3+ , Ce 3+ , 
Eu 3+ , Tb 3+ , Tm 3+ , Yb 3+ ou Lu 3+ , le catalyseur chimique est constitue par de Pimidazole, un 
analogue substitu6, par exemple le N-methyl-imidazole, ou toute molecule chimique ayant 
une affinity pour PARN et portant un noyau imidazole ou un analogue substitu6. Les 
conditions de fragmentation k Paide de m6taux sont bien d6crites dans la demande de brevet 
20 WO-A-99/65926. Avantageusement, les m&aux sont Mg? + , Mn 2+ , Zn 2+ , Tb 3+ ou Ce 3+ , de 
preference Mg 2+ , Mn 2+ , Zn 2+ . 

Des conditions efficaces de fragmentation sont obtenues avec une concentration en 
cation metallique comme Mn H entre 2 et 100 mM, une concentration en imidazole entre 2 et 
lOOmM. 

25 Des conditions sp6cialement efficaces sont obtenues avec une concentration en cation 

comme Mn** comprise entre 3 et 15 mM, et une concentration en imidazole comprise entre 20 

et 50 mM, en particulier 30 mM. 

Le pH de la reaction doit etre compris entre 5 et 8. Avantageusement, le pH est 

compris entre 5,5 et 6,5 de preference le pH est de 6. Le pH de 6 repr&ente done un 
30 compromis trds interessant pour rSaliser la combinaison marquage et fragmentation avec de 

PARN (voir discussion pr6c6dente sur le marquage). 
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Dans un deuxi&ne mode de realisation, la fragmentation chimique de TARN est 
r6alis6e par action d'une polyamine, comme la spermine, la putresc6ine on la cadav&ine. Des 
concentrations de 5 k 100 mM permettent la fragmentation. Celle-ci est totale a partir de 10 
mM de polyamine. 

5 Dans un troisidme mode de realisation, la fragmentation chimique de TARN est 

r6alis6e par action d'une nuclease artificielle (voir G. Pratviel et al., Adv. Inorg. Chem.,45, 
p251-312, 1998; D. S. Sigman et al. Chem. Rev,, 93, p2295-2316, 1993), comme la 1,10- 
phenanthroline associee a un cation metallique comme le fer, le cuivre ou le zinc. Ces cations 
proviennent respectivement de FeS04 ou CuCk ou ZnCh en solution. Des concentrations 

10 entre 2 et 50 mM de 1,10-phenanthroline sont utilis6es pour la fragmentation d'AKN en 
particulier entre 4 et 1 0 mM. 

La fragmentation par voie chimique de PADN est r6alis6e en mettant en presence 
l'acide nucieique avec un moyen chimique de creation de site abasique. La formation d'un site 
15 abasique r&ulte de la coupure de la liaison N-glycosidique qui lie le sucre 2-desoxyribose k la 
base nucieique. n s'agit d'un depurination pour la perte d'une purine (guanine, adenine) ou 
d'une d^yrimidination pour les pyrimidiques (cytosine, thymine). 

Cette depurination est spontan6e dans des conditions physiologiques (pH 7,4 k 37°C) 
mais la Vitesse de la reaction est tr£s faible de l'ordre de 3.10" 11 depurination par seconde, 
20 c'est-^-dire inutilisable pour une fragmentation efficace. Pour augmenter la vitesse de 
reaction, on utilise des agents alkylants qui fragilisent la liaison N-glycosidique ou des 
enzymes comme des ADN glycosylases, en particulier 1'uracile ADN glycosilase. 

Le site abasique obtenu par depurination ou depyrimidation est tr£s instable. La 
fragmentation au niveau de ce site est obtenue k temperature ambiante en milieu basique. En 
25 milieu acide, la temperature 61ev6e acc616re 6galement cette fragmentation. L'utilisation de 
molecules capables d'initier le ph6nomene de p-61imination acceidre aussi la fragmentation. 

Un mode prefer de realisation de la fragmentation est obtenu par l'utilisation d'un pH 
acide c'est-i-dire un pH inf6rieur k 5. Avantageusement le pH est de 3. 

Un tampon formiate de sodium k pH 3 permet de fragmenter de manidre efficace selon 
30 l'invention. Ce tampon est compatible avec les conditions de marquage en une 6tape comme 
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cela sera d6tnontr6 dans les exemples. Encore plus avantageusement, un milieu acide (HC1, 
carbonate, H2SO4) est utilise 

Dans un mode particulier de la prSsente invention et dans le but d'augmenter encore la 
5 fragmentation, 1' acide d6soxyribonucl&que contient au moins une base modifiee susceptible 
de g6n6rer un site abasique plus facilement. 

Diverses bases modifies sont utilisables comme les N7-alkyl purines, les N3-alkyl 
purines, les 06-alkyl purines, les 8-bromopurines, les 8-thiopurines, les 8-alkylthiopurines, les 
10 8 azidopurines ou les 8-alkylsulfonylpurines. 

Dans le cas oil V acide nucl&que & marquer est g6n6r6 par une technique 
d' amplification enzymatique comme la PCR, l'utilisation d'une 8-bromopurine permet 
d'avoir une incorporation efficace pendant 1' amplification, ce qui facilite d'autant le proced6 
15 de fragmentation et de marquage selon l'invention, tout en conservant une sensibilite 
excellente pour T6tape d' amplification enzymatique. 

La pr6sente invention d6crit une molecule biologique marquee et en particulier un 
acide nucl6ique marqu6, susceptible d'6tre obtenu(e) par l'un quelconque des proc6d6s selon 
20 Pinvention. 

La prSsente invention concerne aussi un kit de detection d'une molecule biologique, en 
particulier un acide nucl6ique cible comprenant un r6actif de marquage selon l'invention. En 
fonction des applications du kit, d'autres 616ments comme par exemple, des moyens de lyse 
25 (micro-organismes et/ou cellules) et/ou des moyens de concentration (comme de la silice ou 
des particules magn6tiques) et/ou des moyens d' amplification enzymatique sont incorpor6s 
dans le kit. 

L'invention concerne l'utilisation d'une molecule biologique marquee, en particulier 
30 un acide micl&que marqu6 tel que d6fini ci-dessus, comme sonde de detection d'une molecule 
biologique cible, et en particulier d'un acide nucteique cible. 
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L'invention concerne aussi 1'utilisation d'un acide nucleique tel que d6fini ci-dessus, 
comme cible marqu6e pouvant se fixer sur une sonde de capture. 

5 Pour permettre la detection et/ou la quantification et/ou la purification de la molecule 

biologique cible, la molecule biologique marqu6e est capable de former un complexe avec la 
mol6cule biologique cible. A titre d'exemple, pour la mise en Evidence d'une molecule cible 
de type acide nucl6ique, T acide nucteique marquy est suffisamment compl&nentaire de la 
cible pour s'hybrider sp6cifiquement en fonction des conditions de reaction, et notamment de 

10 la temperature ou de la salinity du milieu r^actionnel. 

Le proc6d6 de detection est applicable pour le s6quenfage, le profil d'expression des 
ARN messagers ou le criblage de mutations h des fins de recherche ainsi que le criblage de 
drogues dans l'industrie pharmaceutique, le diagnostic de maladies infectieuses ou g^n^tiques, 
le controle alimentaire ou industriel. 

15 La tendance en mattere de diagnostic et notamment pour les maladies infectieuses 

(SIDA ou Tuberculose par exemple) est de baisser le niveau de sensibilite, jusqu'ii la detection 
d'une molecule unique dans un 6chantillon qui peut repr^senter plusieurs millilitres dans le 
cas d'un pr616vement liquide type sang ou urine ou liquide cephalo-rachidien. Ce niveau de 
sensibilite ne peut 6tre obtenu que si toutes les etapes depuis le pr&evement de T^chantillon 

20 jusqu'au rendu de r6sultat sont optimises. Les diflKrents moyens de Pinvention pennettent 
cette optimisation sans difficulty car les r6actifs, m^thodes et proced6s de l'invention sont 
applicables de maniere tres large a difiKrentes molecules biologiques. En particulier dans le 
cas oil une etape d' amplification enzymatique est nScessaire pour obtenir la sensibility 
n6cessaire (infection virale ou bact6rienne comme VIH, VHC ou Tuberculose), un proc6d6 de 

25 marquage et/ou de fragmentation, comme d6crit dans la pr6sente invention, permet de ne pas 
affecter la sensibility de la technique d' amplification, soit parce qu'il n'est pas n6cessaire de 
remplacer les dysoxyribonucl6otides ou les ribonucleotides utilises dans la technique 
d' amplification enzymatique, soit parce ce que les ribonucleotides ou d6soxyribonucl£otides 
incorpor6s n'alterent pas la sensibility. 

30 
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La chimie de greffage d6crite dans la pr6sente invention possdde des caracteristiques 
telles, du point de vue r6activit6 et sp6cificite, que d'autres applications sont d6crites ci-apres : 

• Dans un premier mode de realisation, cette chimie de greffage est appliqu^e a la fixation 
covalente decides nucleiques sur un support solide. 

5 • Dans une premiere variante du proc6de, un prdcurseur de la fonction diazomethyle, tel une 
c&one ou hydrazine comme decrit prec6demment, est introduit pendant la synthase 
chimique et la fonction diazomethyle est introduite sur les acides nucleiques dans une 
deuxieme etape. 

• Dans une deuxidme variante pr£fer6e du proced6, les fonctions diazomethyles sont 
10 introduites sur le support solide et les acides nucleiques sont fixes sur le support solide par 

Pintermediaire des phosphates des acides nucleiques et en particulier des phosphates 
terminaux (5' ou 3'). 

L' introduction de phosphate h Textremite 3' ou 5* des acides nucleiques est bien 
connue (voir « Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties » edite 
15 par S. Agrawal, Humana Press, Totowa, New Jersey). 

Dans un mode de realisation particulier d'un tel support solide, un reactif de marquage 
portant un ligand, en particulier un haptdne comme la biotine ou l'abietane, est fixe sur le 
support solide sur lequel est fixe de manidre covalente ou par adsorption un anti-ligand, 

20 comme la streptavidine ou un anticorps par exemple. Ces supports solides sont bien connus 
dans retat de la technique et sont mdme commercialement disponibles (plaque de 
microtitration-streptavidine ou latex-streptavidine par exemple). La fonction du marqueur 
n'est plus dans ce cas de permettre la detection mais de permettre la fixation du reactif de 
marquage sur le support solide. La fonction diazomethyle est alors disponible pour reagir sur 

25 des acides nucleiques. Les derives de formule (11), (12), (13) ou le derive PDAM sont des 
exemples de reactifs utilisables pour la fabrication d'un tel support solide. La technique des 
anticorps monoclonaux permet de preparer des anticorps contre un grand nombre de marqueur 
comme la fluoresceine ou un derive du Cy5. L'homme du metier peut mettre en oeuvre un 
support solide avec les r6actifs de marquage de la pr6sente invention sans difficulte excessive 

30 par ce mode de preparation indirect du support solide dans lequel une reaction ligand/anti- 
ligand est utilis6e pour fixer la fonction diazomethyle sur le support solide. 
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Un deuxi&ne mode de realisation du support solide concerne les supports particulaires 
comme les latex. DiffSrents modes de polymerisation peuvent 6tre utilises pour preparer les 
particules portant une fonction diazom6thyle a partir d'un monomere fonctionnel 
5 polym&isable portant soit une fonction diazom&hyle soit pr6f6rentiellement une fonction 
pr6curseur de la fonction diazomethyle comme un aldehyde ou une c&one et notamment : 

• Polymerisation k reacteur ferme appelee « batch » : les monomeres sont introduits dans le 
reacteur avant le d6but de reaction avec les autres ingredients et sans ajout ulterieur. En 
raison de la difference de r6activite des monomeres, ce precede conduit souvent k 

10 l'apparition d'une derive de composition. Celle-ci se manifeste par l'obtention de 
macromoiecules ayant des compositions qui varient considerablement en fonction de la 
conversion. Cette methode est peu efficace pour ^incorporation en surface car une partie 
importante du monomere fonctionnel risque d'etre perdue soit & Pinterieur des particules, 
soit sous forme de polymere hydrosoluble. Lorsque la copolymerisation est effectuee en 

15 « batch » avec des monomeres de nature polaire, on obtient des particules plus petites, en 
grand nombre, mais avec une conversion limitee. Ce comportement est lie a T importante 
solubilite dans Peau de ces monomeres, et il est attribu6 k la preponderance du mecanisme 
de nucieation homogene. 

• Polymerisation en semi-continu : une partie au moins des monomeres est introduite dans le 
20 reacteur sur une periode comprise entre le d6but de la reaction et la fin de celle-ci. Ce 

rajout peut Stre effectu6 k une vitesse fixe ou bien suivant un profil donne. Le but est de 
contrdler Paddition du melange de monomdres de fa9on k obtenir un copolymdre de 
composition contrdiee (controle de la composition de Pinterface); c'est ainsi qu'on se place 
souvent dans des conditions d' addition telles que la vitesse de polymerisation soit plus 
25 grande que celle d'addition. 

• Polymerisation par addition diff6ree appel6e «shot»: une fois que la reaction de 
polymerisation est en cours, le monomere fonctionnel seul, ou en presence du monomere 
de base, est introduit dans le systdme d'une fa9on contrdiee. Le succes de Poperation 
depend done du degre de connaissance prealable de la cinetique de copolymerisation. C'est 

30 une methode efficace pour favoriser Incorporation superficielle. La selection des 
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conditions exp&imentales (degre de conversion au moment de P addition, composition et 
concentration du melange des monomeres) permet d'optimiser les rendements de surface. 
• Polymerisation sur semence : elle consiste k introduire le monom&re fonctionnel dans le 
syst&ne contenant un latex deja constitue et parfaitement caracterise. Le monomere 
5 fonctionnel peut Stre additionne seul ou en melange avec le monomdre de base de la 
semence, en une etape ou en semi-continu. 

Les techniques de polymerisation sur semence, polymerisation par addition diff6r6e, 
polymerisation en semi-continu sont prefixes car elles conduisent h un maximum 
10 d'incorporation du derive portant le pr6curseur de la fonction diazomethyle en surface. Des 
exemples de particules portant des fonctions aldehydes sont donnes par exemple dans B. 
Charleux et al, Die Makromolecular Chem., 193, p 187 et p. 205, 1992 ou dans le brevet EP- 
B-0.350.407. 

15 C'est un autre objet de la pr6sente invention que de d6crire un intermediaire de 

fixation stable h la temperature de formule (30) : 

R 3 

R 15 (L) n — Y— X- 

R 4 A^(A) U „, 




R' 

N 2 



dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitue, 

20 • R 15 represente une fonction reactive nucl6ophile ou electrophile, en particulier COOH, 
NH 2 , SH, OH, 0-NH 2 , alkylc6tone, aldehyde, isocyanate, isothiocyanate, maieimide, 
halogenure d'alkyle, ester active , tosylate 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1, 

25 • R 3 et R 4 represented independamment Pun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 15 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
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conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 
compris entre 0 et 2, pr6f6rentiellement de 0 ou 1, et 
• -Y-X- repr£sente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

5 Des interm&Iiaires de fixation pr6f£r6s selon Pinvention sont de formule (30bis) : 




dans laquelle : 

• R 1 repr6sente Houun groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

10 • R 15 repr&sente une fonction reactive nucl6ophile ou electrophile, en particulier COOH, 
NH2, SH, OH, 0-NH 2 , alkylcetone, aldehyde, isocyanate, isothiocyanate, maleimide, 
halog6nure d'alkyle, ester de N-hydroxysuccinimide, tosylate. 

• L est un bras de liaison comportant un enchatnement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 , 

15 • A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 
compris entre 0 et 2, pr6f6rentiellement de 0 ou 1, et 

• -Y-X- repr6sente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

20 

Un troisi&ne mode de realisation du support solide consiste h disposer d'un support 
solide comprenant une premidre fonction reactive nucl^ophile ou Electrophile, comme par 
exemple NH 2 , SH, OH, 0-NH 2 , alkylcetone, aldehyde, isocyanate, isothiocyanate, nialamide, 
halog6nure d'alkyle, ester de N-hydroxysuccinimide, tosylate, puis h faire r6agir un 
25 interm&iiaire de fixation, de formule (30) ou (30 bis) d6crites ci-dessus, dont la fonction R 15 
est compl&nentaire de la premiere fonction reactive du support solide. Cette reaction entre le 
support solide et Pinterm6diaiare de fixation s'effectue en presence, eventuellement, d'un 
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agent de couplage pour former une liaison covalente. 

Un tel support solide comprenant au moins une fonction diazomethyle, selon les 
5 diffiSrents modes de realisation droits ci-dessus, en particulier un support solide sur lequel est 
fix6 indirectement un r6actif de marquage de Pinvention, est aussi un objet de la pr&sente 
invention ainsi que le support solide comprenant des acides nucl&ques fixes sur le support 
solide par Pinterm6diaire des fonctions diazomethyles. 

10 Une premiere application d'un tel support solide est la fabrication de puces k ADN. 

Des methodes existent pour repartir des acides nucieiques sur le support solide en des 
positions discretes et predetermines. 

Le brevet US-A-6, 11 0,426 propose une m6thode pour r6aliser ces puces k ADN a 
Paide d'un capillaire que Pon met en contact sur une surface solide pour delivrer un volume 

15 controle de liquide. Un contact effectif a lieu entre Textremit6 du capillaire et le support 
solide pour que la goutte se depose par capillarite. De meme, le brevet US-A-6,083,763 d6crit 
un ensemble de capillaires coulissant dans un dispositif de fa9on a compenser les differences 
de hauteur de chacun d'eux. lis sont amends au contact d'une surface plane pour le depot par 
capillarity d'oligonucieotides spetifiques. 

20 Le brevet US-A-6,083,762 propose une systeme de repartition de gouttes comprenant 

un microdispenseur couple k un transducteur pi6zo-eiectrique pour 6jecter des volumes de 
goutte inferieurs au nanolitre sur une surface solide. Un resultat semblable est obtenu en 
appliquant une source chaude sur la paroi d'un capillaire pour former une bulle qui ejecte tin 
volume defini de solution (voir T. Okamoto et al., Nature Biotechnology, 18, p438-441, 

25 2000). 

La fonction diazom6thyle permet ainsi de greffer de maniere covalente les acides 
nucieiques sur le support. Le greffage est simple, la liaison est stable, par rapport k 
P adsorption notamment, et la seiectivite de la reaction par rapport au phosphate terminal 
permet de r6aliser un couplage oriente de Pacide nucl6ique sur le support solide, ce qui facilite 
30 d'autant les etapes d'hybridation ulterieures en diminuant Pencombrement sterique. 



WO 02/090319 



41 



PCT/FR02/01543 



Une deuxi&ne application d'un support solide selon Pinvention est la purification des 
acides nucleiques. 

Dans le cas de la purification, cette purification est soit directe (le support solide 
porteur de fonctions diazomethyle r6agit avec les acides nucleiques k purifier) soit indirecte 
5 (des acides nucleiques de capture sont fixes sur le support solide). Ces acides nucleiques de 
capture sont suffisamment compl6mentaires de la cible h capturer pour s'hybrider avec le 
degr6 de specificity souhaite et c'est le complexe « acides nucleiques de capture/support 
solide » qui pennet la purification des acides nucleiques cibles. 

Le support solide est de preference sous forme dispers6e pour Putilisation en 
10 purification corame des particules de latex, par exemple des particules magnetiques. 

Par « etape de purification^ on entend notamment la separation entre les acides 
nucleiques des micro-organismes et les constituants cellulaires relargu6s dans P etape de lyse 
qui precede la purification des acides nucleiques. Ces Stapes de lyse sont bien connues a titre 
d'exemple indicatif, on peut utiliser les m6thodes de lyse telles que decrite dans les demandes 
15 de brevet : 

- WO-A-00/60049 sur la lyse par sonication, 

- WO-A-00/05338 sur la lyse mixte magnetique et mteanique, 

- WO-A-99/53304 sur la lyse etectrique, et 

- WOA-99/15621 sur la lyse m6canique. 

20 LTiomme du metier pourra utiliser d'autres methodes de lyse bien connues telles que les chocs 
thermiques ou osmotiques ou les traitements par des agents chaotropiques, tels que les sels de 
guanidium (brevet US-A-5,234,809). 

Cette etape pennet gen^ralement de concentrer les acides nucleiques. A titre 
d* exemple, on peut utiliser des particules magn6tiques (voir k ce sujet les brevets US-A- 

25 4,672,040 et US-A-5,750,338), et ainsi purifier les acides nucleiques, qui se sont fix6s sur ces 
particules magn6tiques, par une etape de lavage. Cette etape de purification des acides 
nucleiques est particulierement interessante si Pon souhaite amplifier ulterieurement lesdits 
acides nucleiques. Un mode de realisation particulierement interessant de ces particules 
magnetiques est decrit dans les demandes de brevet WO-A-97/45202 et WO-A-99/3550G. 

30 
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Le terme "support solide" tel qu*utilis6 ici inclut tous les matfriaux sur lesquels peut 
etre fix6 un acide nucl6ique. Des mat&iaux de synthase, ou des mat&iaux naturels, 
6ventuellement modifies chimiquement, peuvent etre utilises comme support solide, 
notamment les polysaccharides, tels que les mat&iaux k base de cellulose, par exeraple du 
5 papier, des d6riv6s de cellulose tels que Tacetate de cellulose et la nitrocellulose, ou le 
dextran ; des polym&res, des copolymSres, notamment k base de monom&res du type styr&ie, 
des fibres naturelles telles que le coton, et des fibres synth&iques telles que le nylon ; des 
materiaux mineraux tels que la silice, le quartz, des verres, des ceramiques ; des latex ; des 
particules magn&iques ; des d£riv6s m&alliques, des gels, etc. Le support solide peut Stre sous 
10 la forme d'une plaque de microtitration, d f une membrane, d ! une particule ou d'une plaque 
sensiblement plane de verre ou silicium ou d6riv6s. 

L'invention concerne enfin un proc6d6 de capture d'acides nucl&ques comprenant 
les Stapes suivantes : 

15 • on dispose d'un support solide sur lequel est fix6 directement ou indirectement au moins 
une molecule comprenant une fonction diazom6thyle, 

• on met en contact un echantillon biologique susceptible de contenir des acides nucl&ques 
libres, et 

• on lave le support solide oil la (ou les) molecule(s) sont fixee(s) de manidre covalente au 
20 moins k un acide nucl&que. 

Des informations compl&nentaires peuvent Stre trouvees dans une autre demande de 
brevet de la Demanderesse, d6pos6e le 4 mai 2001 sous le numero d'enregistrement 
FR01/06039, ainsi que de son extension internationale d6pos6e le meme jour que la presente 
25 invention. 

Les figures et exemples ci-joints repr6sentent des modes particuliers de realisation et 
ne peuvent pas 6tre consid6r6s comme limitant la port6e de la pr6sente invention. 

30 La figure 1 repr£sente les formules d6velopp6es de diflfcrents r6actifs utilises dans la 

presente invention ainsi que Pabr6viation les d6signant.(o- signifie ortho, m- meta et p- para) 
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Les figures 2A k 21 repr6sentent les profils en fonction du temps analyses par 
eiectrophorese capillaire du couplage covalent de diff6rents rSactifs portant une fonction 
diazomethyle sur l'uridine 3' monophosphate (3'-UMP) selon Pexemple 6.1 : 
5 • PDAM en figure 2A, 

• DPDAM k 2 millimoles par litre (mM) en figure 2B, 

• DPDAM k 20 mM en figure 2C, 

• PMDAM en figure 2D, 

• NPDAM en figure 2E, 

10 • BioDPDAM en figure 2F, 

• mete-BioPMD AM en figure 2G> 

• /?ara-BioPMDAM en figure 2H, et 

• ortho-BioPMDAM en figure 2L 

15 Les figure 3A k 3D repr6sentent les profils en fonction du temps analyses par 

electrophone capillaire de la reaction du meta-BioPMDAM sur quatre (4) nucleotides 3'- 
monophosphate selon Pexemple 6.2 : 

• 3'-CMP en s6rie ribonucleotide selon la figure 3 A, 

• 3 '-AMP en s6rie ribonucleotide selon la figure 3B, 
20 • 3 '-GMP en s^rie ribonucleotide selon la figure 3C, et 

• 3'-TMP en s6rie d&oxyribonucleotide selon la figure 3D. 

La figure 4 repr£sente les profils en fonction du temps analyses par eiectrophorese 
capillaire de la reaction du /weta-BioPMDAM sur un dinucieotide S'-ApUp selon Texemple 
25 6.3. 

Les figures 5A k 5D repr6sentent le spectre RMN du proton dans D2O des diff6rents 
conjugu6s entre le r£actif meta-BioPMDAM et quatre (4) ribonucleotides 3* -monophosphate 
selon l'exemple 6.4 : 
30 • 3'-GMPenfigure5A, 



WO 02/090319 PCT/FR02/01543 

44 

• 3 '-AMP en figure 5B, 

• S'CMPenfigureSQet 

• 3'UMPenfigure5D. 

5 La figure 6 represente un schema de synthase d'un r6actif de marquage portant deux 

(2) biotines pour V amplification chimique du signal. 

La figure 7 repr6sente le m6canisme de fragmentation en milieu acide par la formation 
de site abasique. 

10 

La figure 8 montre selon Pexemple 16.1 la cinetique de degradation h pH acide pour 
diff6rents nucleosides modifies (8-bromo-2'-d6soxyad6nosine (8-BrdA) et la 5-bromo-2'- 
d6soxyoxycytidine (5-BrdC)) ainsi que les quatre (4) nucleosides naturels (dA, dC, dG et dT). 
Les resultats sont represents sous forme de pourcentage d'hydrolyse du nucleoside de depart 
15 (en ordonn£e) par rapport au temps de reaction en minutes (en abscisse). 

La figure 9 represente selon Pexemple 19.2 la cin&ique de marquage en fonction du 
temps & une temperature de 60°C avec le reactif PDAM sur un oligod6soxynucieotide (ODN) 
synthetique 5 '-phosphate. Les resultats sont repr6sentes sous forme de pourcentage de 
20 marquage par rapport au temps de reaction exprime en minutes (min) (en abscisse). 

La figure 10 represente selon Pexemple 19.3 le pourcentage de marquage en fonction 
de la temperature de reaction. Les resultats sont presentes sur la figure 10 avec en ordonnee le 
pourcentage de marquage et en abscisse la temperature de reaction en °C. 

25 

La figure 1 1 represente une voie de synthdse pour un r6actif selon la formule (4') en 
utilisant le r6actif commercial 5-Nitrovanilline. La fonction aldehyde permet d'obtenir la 
fonction diazomethyle par formation de Phydrazone puis oxydation de Phydrazone par Mn0 2 . 



30 
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Exemplc 1 : Synthese de reactifs avec la biotine : 



Schema general de synthese : 



UN NH 




NH 2 



D-Biotine 



I 

HN NH 

"TT" 



3a : R = CHj, substituant meta 
3b : R = CH 3 , substituant para 
3c : R = CH 3 , substituant ortho 
3d : R ■ Ph, substituant meta 



N-methylmorpholine 

iBuOCOCI 
► 

DMF 



Mn0 2 




1a : R = CH3, substituant meta 
1b : R = CH 3 , substituant para 
1c: R = CH 3 , substituant ortho 
1d : R = Ph, substituant meta 



N 2 H 4 -H 2 0 




,NH 2 



2a : R = CH$ t substituant meta 
2b : R = CH 3 , substituant para 
2c : R = CH 3 , substituant ortho 
2d : R = Ph, substituant meta 



Exemple 1.1 : Synthese du meta-BioPMDAM 



• Compos6 biotine meta-ac&ophenone la : 



10 On solubilise la D-biotine (1,0 gramme (g), 4,1 millimoles (mmol)) dans 45 millilitres (mL) 
de DMF anhydre k chaud. On refroidit k 0°C sous argon, puis on ajoute successivement la iV- 
m&hylmorpholine (590 microlitres (pL), 5,33 mmol) et le chloroformiate d'isobutyle (840 \\L 9 
6,60 mmol). On laisse sous agitation pendant 30 minutes (min), puis on ajoute la 3- 
aminoac&oph6none (824 mg, 6,10 mmol) et la N-m&hylmoipholine (480 jiL, 4,35 mmol) , 

15 dans 10 mL de DMF. La solution est maintenue sous agitation k 0°C pendant 2 heures (h), 
puis on Svapore k sec. On reprend le rSsidu dans 3 mL de MeOH, puis on ajoute 50 mL d'eau. 
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Le pr6cipit6 obtenu est filtr6, lav6 avec de l'eau, du CH 2 C1 2 et de l'&her pour donner 1,2 g (80 
%) de produit la brut. Une recristallisation dans le couple MeOH-H20 donne la (1,01 g, 70 
%) sous forme d'une poudre blanche. 

5 F 145°C. - IR (KBr) : 3280, 2931, 2857, 1691, 1590,1540, 1487, 1434, 1298, 1266 cm' 1 . - 
RMN *H (300 MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,33 (t, J = 8 Hz, 2 H) ; 2,55 (s, 3 H) ; 
2,58 ; (d, J= 12 Hz, 1 H) ; 2,83 (dd, J= 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,13 (m, 1 H) ; 4,15 (m, 1 H) ; 4,31 
(m, 1 H) ; 6,34 (s, 1 H) ; 6,41 (s, 1 H) ; 7,44 (t, J=8Hz,lH); 7,64 (d, /« 8 Hz, 1 H) ; 7,85 
(d, J= 8 Hz, 1 H) ; 8,17 (s, 1 H) ; 10,05 (s, 1 H). - MS (FAB/glyc6rol), m/z\ 362 [M+H] + . 

10 

• Comr>os6 roeta-hvdrazone 2a : 

Une solution de la (500 mg, 1,38 tnmol) et d'hydrazine monohydrate (200 jiL, 4,15 mmol) 
dans de P&hanol absolu (8 mL) est chauff6e k reflux pendant 2 h. Aprds refroidissement k 
15 temperature ambiante, le pr6cipit6 Wane est filtr£, lav6 avec de l'eau, puis avec de P6ther et 
s6ch6. On obtient ainsi 385 mg (74 %) de produit 2a sous forme d'une poudre blanche. 

F 185°C. - IR (KBr) : 3298, 2931, 2857, 1698, 1665, 1626, 1541, 1494, 1470, 1446, 1330, 
1265 cm" 1 . - RMN L H (300 MHz, DMSO-de) 8 = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 1,98 (s, 3 H) ; 2,26 (t, J= 
20 8 Hz, 2 H) ; 2,56 ; (d, J= 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, /= 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,11 (m, 1 H) ; 4,13 
(m, 1 H) ; 4,29 (m,lH); 6,39 (s, 3 H) ; 6,42 (s, 1 H) ; 7,22 (m, 2 H) ; 7,50 (d,/= 8 Hz, 1 H) ; 
7,84 (s, 1 H) ; 9,82 (s, 1 H). - MS (FAB/glyc6rol), m/z: 376 [M+H] + . 

• Compos6 meta-diazom&hane 3a : 

25 

On solubilise 2a (180 mg, 0,48 mmol) dans 2 mL de DMF. On ajoute alors Mn0 2 (340 mg, 
3,9 mmol). Apr6s 30 minutes d'agitation k temperature ambiante, le m61ange est filtr6 k 
travers un entonnoir fritt6 contenant de la c61ite (6paisseur : 0,5 cm) et des tamis mol^culaires 
en poudre 3 A (0,5cm). Le melange r6actionnel est concentre jusqu'& un volume d'environ 0,5 
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mL, puis 5 mL d'6ther sont ajout6s. Le pr6cipit6 resultant est filtr6, lav6 k T6ther puis s6ch6. 
Le compost 3a (170 mg, 95 %) est obtenu sous forme (Tune poudre rose. 

F 160°C. - IR (KBr) ; 3278, 2935, 2859, 2038, 1704, 1666, 1605, 1577, 1536, 1458, 1430, 
5 1263 cm" 1 . - RMN *H (300 MHz) 5 = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,1 1 (s, 3 H); 2,28 (t, /= 8 Hz, 2 H); 
2,57 ; (d, J= 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, /= 12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,1 1 (m, 1 H) ; 4,13 (m, 1 H) ; 4,29 
(m, 1 H) ; 6,33 (s, 1 H) ; 6,41 (s, 1 H) ; 6,60 (m,lH); 7,25 (m,3H); 9,84 (s, 1 H). ). 

Exemple 1.2 : Synthase du para-BioPMDAM : 

10 

• Compost biotine jpgra-ac&ophenone lb : 

On solubilise la D-biotine (1 g, 4,1 mmol) dans 45 mL de DMF anhydre k chaud. On refroidit 
k 0°C sous argon puis on ajoute successivement la iV-m6thylmorplioline (590 |*L, 5,33 mmol) 

15 et chloroformiate d'isobutyle (840 |iL, 6,60 mmol). On laisse sous agitation pendant 30 min, 
puis on ajoute la 4-aminoac6tophenone (824 mg, 6,10 mmol). La solution est maintenue sous 
agitation k 0°C pendant 2 h puis on evapore h sec. On reprend le residu dans 50 mL d'eau. Le 
pr6cipit6 obtenu est filtr6, lave avec de Teau puis avec 50mL de MeOH k chaud. Le precipit6 
blanc est dissous dans du DMF en chauffant puis la solution obtenue est filtr6e et lav6e au 

20 MeOH. Le filtrat est r6cuper6 et 6vapor6 a sec pour donner 888 mg de lb (2,46 mmol, 60 %). 

F 260°C. - IR (KBr) : 3260, 2930, 2358, 1706, 1673, 1610, 1526, 1401, 1380, 1322, 1257, 
1 150 cm" 1 . - RMN l H (200 MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 8,82 (s, 1H, NH-CO) ; 7,57 (d, 2H, /= 9 Hz, 
Ar-H) ; 6,83 (d, 2H, J= 9 Hz, Ar-H) ; 6,40 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,32 (s large, 1H, NH- 
25 CO-NH) ; 4,28 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,12 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,1 1 (m, 1H, CH-S) ; 2,80 
et 2,55 (systdme ABX, 2H, 2 Jab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, V BX - 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,35 (t, 2H, J= 8 
Hz, CH 2 -CO) ; 2,10 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,60-1,34 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 
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• Compos6 pgra-hvdrazone 2b : 

Le compost lb £870 mg, 2,4 mmol) est dissous k chaud dans P&hanol (99 %, 8 mL) puis 
5 l'hydrazine monohydrate (995 joL, 19,5 mmol) est ajout6e. La solution est chauff&e a reflux 
pendant 3 h. Le pr6cipit6 blanc obtenu est filtr6, lav6 avec de l'eau glac6e. On obtient ainsi 
820 mg (90 %) de produit 2b sous forme d'une poudre blanche, 

F 305°C. - JR (KBr) : 3281, 3183, 2930, 2857, 1698, 1658, 1593, 1521, 1459, 1401, 1325, 
10 1263, 1 1 87 cm' 1 . - RMN *H (200 MHz, DMSO-de) 5 - 9,68 (s, 1H, NH-CO) ; 7,52 (s, 4H, J= 
9 Hz, Ar-H) ; 6,43 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,21 (s, 2H, 
NH 2 ) 4,29 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,12 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,81 et 
2,56 (syst&ne ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,32 (t, 2H, J= 8 
Hz, CH 2 -CO) ; 1,97 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,63-1,36 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

15 

• Compost para-diazomethane 3b : 

On solubilise 2b (200 mg, 0,53 mmol) dans 10 mL de DMF. On ajoute alors 800 mg de 
Mn0 2 . Apr6s 10 minutes d'agitation, le melange est filtre h travers une couche mixte C61ite 
20 (0,5 cm) - tamis moteculaire (0,5 cm en poudre). Le melange r6actionnel est 6vapor6 h sec 
puis lav6 k l'&her et s6ch6. Le compose 3b (190 mg, 96 %) est obtenu sous forme d'une 
poudre rose. 

F 180°C (dec). - IR (KBr) : 3257, 2930, 2857, 2032, 1698, 1597, 1524, 1510, 1455, 1404, 
25 1307, 1259, 1180 cm \ - RMN l K (200 MHz, DMSO-d 6 ) 8= 10,18 (s, 1H, NH-CO) ; 7,88 (d, 
2H, J= 6 Hz, Ar-H) ; 7,7 (d, 2H, J= 6 Hz, Ar-H) ; 6,41 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,34 (s 
large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,28 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,12 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,11 (m, 
1H, CH-S) ; 2,80 et 2,55 (syst&ne ABX, 2H, 2 Jab= 5 Hz, Vax - 12 Hz, 3 J B x = 0 Hz, CH 2 -S) ; 
2,35 (t, 2H, /= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 2,10 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,60-1,34 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

30 
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Exemple 1.3 : Synthase de Vortho-BioPMDAM : 

• Compost biotine ortho-&c&toph6tione lc : 

5 On solubilise la D-biotine (1 g, 4,1 mmol) dans 45 mL de DMF anhydre k chaud. On refroidit 
k 0°C sous argon puis on ajoute successivement la AT-m6thylmorpholine (590 |nL, 5,33 mmol) 
et chloroformiate d'isobutyle (840 |iL, 6,60 mmol). On laisse sous Station pendant 30 min, 
puis on ajoute la 2-aminoacetoph6none (824 mg, 6,10 mmol). La solution est maintenue sous 
agitation a temperature ambiante pendant 3 h 30 puis on 6vapore a sea On reprend le r6sidu 
10 dans 50 mL d'eau. Le prScipite obtenu est filtr6, lave avec de l'eau puis avec 50mL de MeOH 
k chaud. Le precipit6 obtenu est filtrS, lav6 avec de Peau. Une recristallisation est faite en 
dissolvant le produit dans du MeOH a chaud et en reprScipitant par addition d'eau. Le 
pr6cipit<§ est filtnS, lav6 k l'eau, puis k l'&her pour donner 1,1 g (2,95 mmol, 72 %) de produit 
lc brut. 

15 

F 150°C. - IR (KBr) : 3248, 2930, 2857, 2359, 1691, 1669, 1651, 1582, 1528, 1448, 1354, 
1310, 1245, 1 161 cm" 1 . - RMN ! H (200 MHz, DMSO-d<>) 5 - 11,24 (s, 1H, NH-CO) ; 8,33 (d, 
1H, 7- 8,5 Hz, Ar-H) ; 7,97 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-H) ; 7,57 (t, 1H, J= 7 Hz, Ar-H) ; 7,18 (t, 
1H, J - 7 Hz, Ar-H) ; 6,44 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,30 
20 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,14 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,80 et 2,55 
(systeme ABX, 2H, 2 Jab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,61 (s, 3H, CH 3 ) ; 2,37 
(t, 2H, J= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 1,62-1,38 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

• Compos6 ort/go-hvdrazone 2c : 

25 

Le compost lc (500 mg, 1,38 mmol) est dissous k chaud dans T&hanol (99 %, 8 mL) puis 
Phydrazine monohydrate (572 jjL, 11,1 mmol) est ajoutee. La solution est chaufffce k reflux 
pendant 50 minutes. La solution est 6vapor6e k sec. Le pr6cipit6 blanc obtenu est filtr6, lav6 
avec de l'eau puis s6ch6 k l'6ther. On obtient ainsi 416 mg (11,1 mmol, 80 %) de produit 2c 
30 sous forme d'une poudre blanche. 
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F 161°C. - IR (KBr) : 3412, 3240, 2930, 2857, 2351, 1706, 1677, 1604, 1590, 1531, 1463, 
1444, 1372, 1303, 1270, 1169 cm" 1 .- RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ) 8 =11,97 (s, 1H, NH- 
CO) ; 8,35 (d, 1H, J= 8 Hz, Ar-H) ; 7,45 (d, 1H, J= 7 Hz, Ar-H) ; 7,19 (t, 1H, J= 7,5 Hz, Ar- 
H) ; 7,04 (t, 1H, /= 7 Hz, Ar-H) ; 6,61 (s, 2H, NH 2 ) ; 6,42 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s 
5 large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,32 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,14 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 
1H, CH-S) ; 2,81 et 2,56 (syst&ne ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 
2,31 (t, 2H, J = 8 Hz, CH 2 -CO) ; 2,09 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,63-1,36 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

• Compost ort/EO-diazom6thane 3c : 

10 

On solubilise 2c (200 mg, 0,53 mmol) dans lOmLde DMF. On ajoute alors 800 mg de 
Mn0 2 . Apres 15 minutes d'agitation, le melange est filtre a travers vine couche mixte 
C61ite(0,5cm)-tamis mol6culaire(0,5cm en poudre). Le m61ange rSactionnel est 6vapor6 a sec 
puis lav6 k l'&her et s6che. Le compost 3c (130 mg, 65 %) est obtenu sous forme d'une 
15 poudre rose. 

F 110°C. - IR (KBr) : 3248, 2930, 2857, 2367, 2342, 2038, 1699, 1521,1456 cm" 1 . - RMN l H 
(200 MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 9,37 (s, 1H, NH-CO) ; 7,26-7,00 (m, 4H, Ar-H) ; 6,43 (s large, 1H, 
NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,30 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,15 (m, 1H, 
20 CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,82 et 2,54 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, 3 Jax = 12 
Hz, 3 J BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,24 (t, 2H, J= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 2,12 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,63-1,37 (m, 
6H, (CH 2 ) 3 ). 

Exemple 1.4 : Synthase du /n^to-BioDPDAM : 

25 

• Compos6 meta-benzoph&ione Id : 

On solubilise la D-biotine (500 mg, 2,05 mmol) dans 23 mL de DMF anhydre k chaud. On 
refiroidit k 0°C sous argon, puis on ajoute successivement la 7V-m6thylmorpholine (295 (iL, 
30 2,67 mmol) et le chloroformiate d f isobutyle (420 (oL, 3,28 mmol). On laisse sous agitation 
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pendant 30 min, puis on ajoute la 3-aminobenzophenone (605 mg, 3,07 mmol) et la N- 
m&hylmorpholine (240 yL, 2,17 mmol) dans 7 mL de DMF. La solution est maintenue sous 
agitation h 0°C pendant 2 h, puis on 6vapore h sec. On reprend le r6sidu dans 1 mL de MeOH, 
puis on ajoute 25 mL d'eau. Le pr6cipit6 obtenu est filtr6, lav6 avec de Peau, puis avec de 
5 P&her pour donner 810 mg (93 %) de produit Id brut. Une recristallisation dans le couple 
MeOH-H 2 0 donne ld(630 mg, 72 %) sous forme d'une poudre blanche. 

RMN a H (200MHz, DMSO-d 6 ) 5 =10,10 (s, 1H, NH-CO) ; 8-7,39 (m, 9H, Ar-H) ; 6,43 (s 
large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,27 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,13 
10 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,55 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, 3 JXx 
= 12 Hz, V BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2, 31 (t, 2H, J= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 1,59-1,36 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

• Compost meta-hvdrazone 2d : 

15 On solubilise Id (350 mg, 0,83 mmol) dans 5,5 mL d'6thanol absolu puis on ajoute 
Phydrazine monohydrate (140 jxL, 2,48 mmol). La solution est chauffee h reflux pendant une 
nuit. Aprds evaporation, le produit est repris dans 1 mL d'6thanol et de Peau. Le prdcipite 
blanc est recristallis6 : on le dissout dans un minimum d'ethanol k chaud et Pon ajoute de 
Peau jusqu'k apparition d'un 16ger trouble. Aprds refroidissement, le precipite obtenu est lav6 

20 h Peau puis s6ch6 k P6ther. On obtient ainsi 264 mg (73 %) de produit 2d sous forme d'une 
poudre blanche. 

RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 9,99 (s, 1H, NH-CO) ; 9,80 (s, 2H, NH 2 ) ; 7,54-6,88 (m, 
9H, Ar-H) ; 6,26 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,21 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,28 (m, 1H, 
25 CH 2 -CH-NH) ; 4,13 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,78 et 2,59 (systeme ABX, 
2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 3 J BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,27 (t, 2H, J= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 1,57- 
1,36 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 
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• Compost mgrq-diazodiph6nvl 3d : 

On solubilise 3d (500 mg, 0,53 mmol) dans 1 mLde THF. On ajoute alors 80 mg de Mn0 2 
active. Aprds 5 minutes d* agitation k temperature ambiante, le melange est j51tr6 & travers une 
5 couche mixte C£lite (0,5 cm) -tamis mol6culaire (0,5 cm en poudre). Le melange r6actionnel 
est 6vapor£ a sec. Le compost 3d (47 mg, 100 %) est obtenu sous forme d'une huile violette. 

RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 9,95 (s, 1H, NH-CO) ; 7,60-6,9 (m, 9H, Ar-H) ; 6,42 (s 
large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,28 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,14 
10 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,83 et 2,59 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax 
= 12 Hz, V BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,27 (t, 2H, J= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 1,58-1,35 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 



Exemple 2 : Reactif de marquage avec le Cv5 : Cv5-PMDAM : 

15 




10 Cy5-COOH 
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• Compose Iodure de 2-r4-^ac6tyl-^ph6nvlainino)buta-l J"di^nvl]>K2,3,3-t6tram6thvlf3H1 
indolhim 6 : 

Le melange du monochlorhydrate de mdonaldehyde-bis(ph6nylimine) 5 (18,3 g; 70,0 
5 mmole), de NaOAc (9,0 g ; 110 mmole) et de l'iodure de 1,2,3,3- t6lxam&hyl[3H]indolium 4 
(4,25 g ; 14,1 mmole) dans de I'anhydride ac&ique (75 mL) est chaufite k 110°C pendant 20 
min. Aprfes refroidissement, on ajoute de l'6ther (350 mL) et le solide brun pr£cipit6 est filtr6, 
lav6 avec de lather (3 x 100 mL). Le solide est redissout dans 150 mL de CH 2 C1 2 , filtr<§ 
(Elimination des sels min&raux) puis 6vapor6 pour donner un solide brun (6,0 g, 90 %). 
10 RMN 1 H(CDCl 3 ):6 = 8,64(d; 1H; J=12Hz; 1-H);8,14(t; 1H ; / - 16 ; 12 Hz ; 3-H) ; 
7,63-7,19 (m ; 9H) ; 6,90 (d ; 1H ; 7= 15 Hz ; 4-H) ; 5,82 (t ; 1H ; J= 12 ; 13 Hz ; 2-H) ; 4,06 
(s ; 3H ; NCH 3 ) ; (2,16 (s ; 3H ; -COCH 3 ) ; 1,74 (s ; 6H ; CH 3 ). 

• Compost Bromure de l-(5-carboxypentvlV233-1rim6thvir3H]indolium 9 : 

15 

On melange le 2,3,3-trim6thylindole 7 (10,0 g ; 62,8 mmole) et l'acide 6-bromohexano*ique 8 
(12,3 g ; 62,8 mmole) sans solvant et chauffe a 1 10°C pendant 12 h sous argon. Le melange 
reactionnel pateux rouge-violet est lave avec de l'ac&ate d'&hyle (2 x 60 mL, on triture la pate 
avec la spatule et on decante le surnageant), puis avec de Tac&one (50 mL, la pate solidifie). 
20 Le solide rose est filtre puis s6ch6 sous vide (16,0 g ; 73 %). 

• Compost CvSCOOH 10 : 

Le melange de l'iodure 6 (6,0 g; 12,7 mmole), du bromure 9 (4,5 g; 12,7 mmole) et de 
25 NaOAc (2,6 g ; 32 mmole) dans de Tanhydride ac6tique (35 mL) est chauffc h 1 10 °C pendant 
20 min. Aprds refroidissement, on ajoute de lather (150 mL) et le pr<§cipite est filtr6 et lav<§ 
avec de lather (3 x 50 mL). Le solide est dissous dans 100 mL de CH 2 C1 2 , filtrS et purifi6 par 
chromatographic sur colonne de Si0 2 (61uant : MeOH 5-10 %/CH 2 Cl 2 ). On obtient 3,4 g (44 
%). 
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RMN *H (CDCI3) : 5 = 8,03 (t ; 2H ; J = 10 ; 1 1 Hz, 2-H, 4-H) ; 7,38-6,91 (m ; 9H ; Ar-H, 3- 
H) ; 6,41 (d ; 1H ; J= 14 Hz ; 1-H) ; 6,31 (d ; 1H ; J= 13 Hz ; 5-H) ; 4,07 (t ; 2H, J= 7 ; 7 
Hz ; <x-CH 2 ) ; 3,68 (s ; 3H ; NCH 3 ) ; 2,47 (t ; 2H, J= 7 ; 7 Hz ; e-CH 2 ) ; 1,71 (m ; 18H ; CH 3 , 
p,y et 8-CH2). 

5 

• Compost de couplage de la 3-an3inoac&oph6none avec le Cv5COOH 10 (produit 11) : 

A une solution de CySCOOH 10 (1,19 g ; 1,9 mmole) dans 12 mL de CH 2 C1 2> on ajoute N- 
m6thylmorpholine (360 \xL ; 3,2 mmole). La solution est refroidie avec un bain de glace, puis 

10 on ajoute le chloroformiate d ! isobutyle (480 \xL ; 3,7 mmole). Apres 5 minutes d'agitation, on 
additionne la 3-aminoac6toph6none (488 mg ; 3,6 mmole). On agite le melange a temperature 
ambiante pendant 3 h. En ajoutant 250 mL dither, on obtient un solide pateux. AprSs 
agitation, on laisse reposer le solide au fond de ballon et on d6cante le surnageant. On ajoute 
de nouveau 50 mL d'6ther et on triture avec une spatule pour obtenir un solide. Celui-ci est 

15 filtre, lave avec de Teau, de rather, puis s6ch6 sous vide, Le produit (iodure) est ensuite 
dissous dans de l f 6thanol, pass6 sur colonne d'amberlite IRA900 (Cl~ ; 15 g). La solution 
6thanolique recueillie est evapor6e k sec puis pass6e sur colonne de Si0 2 . On obtient 0,93 g 
(77 %) de solide bleu. 

20 • Compos6 Cv5-hvdrazone 12 : 

On ajoute k une solution de I'ac&oph&ione 11 (0,93 g ; 1,46 mmole) dans 5 mL d ! 6thanol 
absolu lliydrazine monohydrat6 (180 \iL ; 3,1 mmole) que Ton agite k temperature ambiante 
pendant 7 h. On ajoute 50 mL d'6ther et le pr6cipite est filtr6 et lave avec de r&her. On dissout 
25 le produit brut dans 50 mL de CH 2 C1 2 , la solution est filtr6e puis concentr6e k 10 mL. Le 
produit est pr6cipit6 par ajout de 100 mL d'6ther, filtr6, lav6 k lather et s£ch6 sous vide. On 
obtient 540 mg de produit 12 (57 %). 
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• ComposS CvSPMDAM 12 bis : 

A une solution de 100 mg dliydrazone 12 dans 2 mL de DMF, on ajoute 300 mg de Mn02 et 
Ton agite vigoureusement pendant 10 min. On filtre la suspension h travers une couche de 
5 c&ite et lave avec DMF (3x500 \iL). On ajoute 50 mL d ! 6ther et lliuile d6pos6e est trituree 
avec une spatule et le surnageant est d6cant6. On r6p6te l ! op6ration de lavage trois fois avec 25 
mL d'&her et le solide ainsi obtenu est filtre, s6ch6. On obtient 65 mg (65 %) de produit 12 
bis. La puret6 du produit est d'environ 80-85 % (RMN 1 H). 

10 

Exemple 3 : Autres reactifs synthases : 

Exemple 3.1 : Synthese de />ara-nitroph6nyldiazomethane (NPDAM) : 

15 Le 4-nitrobenzaldehyde hydrazone est commercialement disponible (reference 28,118-2, 
Aldrich, France). 

On travaille done sur 600 mg (3,64 mmole) de ce produit que Ton dissout dans 9 mL de THF. 
La solution est laiss^e sous agitation pendant 5 minutes puis 1,26 g (4 Equivalent, 14,56 
mmole) de Mn02 sont additionn6s avec precaution. Le melange est laisse sous agitation 
20 pendant 10 minutes, puis filtre. Le filtrat rScupere est 6vapor6 a sec. Aprds lavage au pentane, 
le compost para-nitroph^nyldiazomethane est obtenu sous forme d'une poudre orange vif 
avec un rendement de 79 % (468 mg, 2,87 mmole). 

F 80-82°C. - RMN *H (300 MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 8,1 1 (d, 2H, J= 9 Hz, Ar-Hj) ; 7,18 (d, 2H, 
25 J= 9 Hz, Ar-Ha); 6,06 (s, 1H, CHi-N 2 ). 

Exemple 3.2 : Synthase du ph6nylm6thyIdiazom6thane (PMDAM ) : 

Hydrazone de Pac6toph6none : On dilue I'ac&oph&ione (2,0 g, 16 mmole) dans 16 mL 
30 d'&hanol absolu puis on ajoute l'hydrazine (2,3 mL, 48 mmole). On porte au reflux. Apr6s 2 
h, on 6vapore le solvant et on reprend le r6sidu dans de T6ther (150 mL). On lave avec de 
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Teau (lOOmL). Aprds s6chage sur Na2S04, on 6vapore l'6ther. On obtient Phuile jaune pale 
(1,5 g, 1 1 mmole, 69 %). 

Ph6nylmethyldiazom6thane (PMDAM) : On dissout Fhydrazone (150 mg, 1,1 mmole) dans 3 
mL de THF. On ajoute le Mn02 (480 mg, 5,5 mmole). On agite pendant 30 min k temperature 
5 ambiante. Le milieu se colore en rouge. On filtre et on 6vapore le solvant. On obtient l'huile 
rouge (145 mg, 100 %). Ce rSactif est utilise sans purification. 

Exemple 3.3 : Synthase du diph£nyldiazom£thane (DPDAM ) : 

10 La Benzoph6none hydrazone est commerciale (reference B 960-2 Aldrich, France). 

On travaille done sur 196 mg (1,0 mmole) que Ton dissout dans 5 mL de THF. 435 mg (5 eq, 
5,0 mmole) de MJ1O2 sont additionnes, le melange est laiss6 sous agitation pendant 10 
minutes, puis filtr6. Le filtrat r£cuper6 est 6vapore a sec. On obtient 193 mg (0,99 mmole). Ce 
rSactif est utilise sans purification. 

15 

Exemple 3.4 : Synthese du NVDAM : 



20 La synthese est r^alisee selon le protocole dterit pr6e6demment k partir de 6- 
nitrov6ratraldehyde (Aldrich, r6f6rence 27,960-9). 




OCH 3 



OCH3 



NVDAM 
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Exemple 4 ; Synthase du derive biotinvle k partir du NPDAM ; 




(selon ref.) 

1. HOCH 2 CH 2 OH,TsOH 

2. Na 2 S, reflux 



NH 2 



1. Couplage 

2. hydrazine 

3. Mn0 2 



Biol 




CON- 



CHO 



- °2 n -{3^ ci 



HO 




M. E. Wail et al„ J. Med. Chem. , 1993, 36, 2689. 



5 Le d6riv6 2-amino-4~nitro benzaktehyde est pr6par6 selon la m6thode de ME Wall et al 
reference ci-dessus. 

La pr6paration du diazomethane NPDAM est identique a celle dScrite dans Pexemple 3.1 ci- 
dessus. 



Exemple 5 : Preparation des acides nucleiaues ADN et ARN : 
Exemple 5.1 : Preparation des amplicons ADN : 

15 Les amplicons ADN sont g6n6r6s par PCR & partir de cibles d'ADN g6nomique 
Mycobacterium tuberculosis 16S (10 +4 copies comme cibles de depart) en utilisant le kit Fast 
Start de Roche, 0,2 mM de chaque desoxyribonuclSotide (d-ATP, d-CTP, d-GTP, d~TTP), 0,3 
jxM d'amorces et 0,4 |iL d'enzyme. 
Les paramdtres de la PCR sont les suivants : 

20 - 95°C : 4min puis 35 cycles (95°C : 30 sec ; 55°C : 30 sec ; 72°C : 30 sec) puis 4°C . 

Les amplicons sont analys6s qualitativement par 61ectrophor£se sur gel d'agarose (1,5%, TBE 
0,5X). Le volume d6pos6 est de 5 jxL et la migration s'effectue durant 20min k 100 Volts (V). 
La visualisation des produits PCR est r6alis6e sous lampe UV aprds coloration au bromure 
d'&hidium. 

25 Les conditions pour la culture, Pextraction des Mycobact6ries ainsi que les amorces 
d'amplification sont donnSes dans la demande de brevet WO-A-99/65926. 
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Exemple 5.2 : Preparation des ARN transcrits : 

Les transcriptions sont r6alis6es a partir de cible PCR (fragment de TARN 16S de 
Mycobacterium tuberculosis) en utilisant le kit MEGAscript d'Ambion : 7,5 mM de chaque 
5 nucleotide (ATP, CTP, GTP et UTP) et 2 |iL d'enzyme (ARN polymerase). Le temps 
d'incubation est de 3 heures (h) k 37 °C. Les amorces d' amplification de la PCR portent un 
promoteur de polymerase T3 ou T7, comme decrit dans la demande WCKA-99/65926 ou dans 
Particle J. Clin Microbiol. 37(1), p 49-55, 1999, ce qui pennet de r6aliser la transcription. 
Les transcrits sont analyses par electrophordse sur gel d'agarose (1,5% ; TBE 0,5X). Le 
10 volume depose est de 5 \xL et la migration s'effectue durant 20min a 100V. La visualisation 
des transcrits est r£alis6e sous lampe UV apr£s coloration au bromure d'6thidium. 
Des r6sultats identiques du point de vue de P invention peuvent 6tre obtenus en utilisant 
d'autres techniques d'amplification comme la NASBA ou TMA, qui gen£rent directement des 
amplicons ARN. 

15 

Exemple 6 : Reactivity des reactifs de marquage sur des nucleotides modules : 

La synthase des reactifs de marquage est d£crite dans les exemples 1 4 4. Le PDAM decrit 
20 dans la presente invention est commercialement disponible (reference PI 405, Molecular 
Probes, Eugene, OR). 

Exemple 6.1 : Marquage des monomeres UMP 3 '-phosphate : 

25 La reactivite des reactifs de marquage portant une fonction diazomethyle a et6 6tudi6e pour 
contrdler la specificite de la reaction. 

Un protocole a ete mis au point qui consiste k etudier cette reactivite par eiectrophordse 
capillaire sur un compose moddle le 3'-UMP (Uridine 3 'monophosphate, reference U1126 
30 Sigma) dans les conditions standards suivantes : 
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3 -UMP 0,04 mM ; H3BO3 2,0 mM ; Marqueur 2,0 mM [ajoute avec un solvant organique 
approprte (THF, AcOEt ou DMSO)] ; Solvants H 2 0 - CH 3 CN -Solvant organique (rapport : 
1/3/1). 

5 On repartit cette solution en dix fractions de 250 \xL que Ton chauffe h 60 °C. Aprds une 
dur6e definie, chaque fraction est trait6e avec 250 de dichloromethane. Aprfes agitation, on 
eiimine la phase organique (phase inf&rieure). On repete cette operation encore deux fois. 
Apr&s centrifugation (5 min, 5000 tours par minutes (rpm)), la phase aqueuse est analys6e par 
eiectrophor&se capillaire. Les conditions de P61ectrophor6se capillaire (EC) sont les 

10 suivantes : l'analyse EC a 6t6 effectu6e par Tappareil Beckman P/ACE 5000. Un capillaire de 
silice fondue non traite (75 x 50 cm) a 6t6 utilise. Le voltage applique est de 30 kV 
(polarite normale) et la temperature du capillaire a 6t6 maintenue h 23°C. Les 
61ectrophor6grammes ont ete enregistr6s h 254 nm. La solution tampon borate (0,1 M, pH 8,3) 
a 6t6 pr6paree a partir de l'acide borique en ajustant le pH avec une solution NaOH et filtr6e & 

15 travers un filtre 0,2 |jm. Les 6chantillons ont ete injectes sous pression (0,5 psi, 5 secondes). 
Chaque analyse est pr6c6dee de la regeneration du capillaire par passages successifs d'une 
solution de NaOH (0,1 M, 2 min), eau (2 min) et de tampon borate (2 min) sous pression (20 
psi). 

20 La reaction est effectuee en faisant varier le temps de reaction entre 0 et 4 heures, comme 
indique sur chaque figure, et les resultats sont presentes pour chaque reactif teste sur les 
figures 2A k 21 avec la concentration en reactif utilise. 
Le temps de reaction est indique sur chaque eiectrophoregramme. 

Avec tous les r6actifs testes, on obtient la formation exclusive d'un produit monoalkyie, ce 
25 qui prouve la specificit6 de la reaction. 

La r6activite, c'est-&-dire le temps de demi reaction du r6actif sur le 3*-UMP, peut etre ainsi 
calcuiee, par comparaison de la hauteur des pics, et les resultats sont presentes dans le tableau 
1 ci-dessous (conditions standards d6crites ci-dessus) : 
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Formules 

chimiques et 
noms 


N, 

PDAM 


Q 

or— 

DPDAM 


PMDAM 


T 

NPDAM 


R6activit6 


5 mm 


20 h 


30 min 


4h 




Formules 
chimiques 
et 
noms 


BioDPDAM 


O 

. m-BioPMDAM 


Y" 

/?-BioPMDAM 


O 

o-BioPMDAM * 


Riactivite* 


10b 


15 min 


5 min 


1 min 



Avec le o-BioPMDAM, la r^activit6 est estimee car dans les conditions de concentration de 2 mM en reactif de 



marquage, la reaction est complete en moins de 5 min. La figure 21 utilise done une concentration de 0,2 mM. 
5 Tableau 1 : Reactivity (temps de demi reaction) de r6actifs 

On peut neanmoins noter que, la reaction etant tres sp6cifique et ne conduisant pas k des sous 
produits pour tous les reactifs testes, il est possible d'augmenter la concentration du reactif de 
marquage sans consequence du point de vue de la selectivity sur le marquage. 
10 Ainsi pour le reactif DPDAM, si Ton augmente la concentration k 20 mM (voir figure 2C), la 
reactivity (temps de demi faction) est de 2 heures. Le m§me resultat est obtenu avec le 
BioDPDAM (figure 2F) oil la reactivity est de 45 min k une concentration de 30 mM. 

Exemple 6.2 : Test de differents nucleotides 3 T -monophosphate : 

15 

De manidre k eviter toute erreur d'interprytation, une etude compiymentaire sur le marqueur 
/weta-BioPMDAM, pris k titre d'exemple significatif, a yty effectuye avec les autres 
nuciyotides 3 '-monophosphate. 

20 Les nuciyotides testys sont les suivants : 3-AMP (ryfyrence 85,194-9, Aldrich), 3-GMP 
(ryfyrence 151214, ICN), 3'-CMP (ryfyrence CI 133, Sigma), 3»-TMP (syrie dysoxyribo) 
(ryfyrence T1008, Sigma). Les yiectrophorygrammes obtenus avec les diff<§rents nuciyotides 
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sont repr6sentes sur les figures 3 A k 3D. Les temps de reaction indiqu6s sur la figure 3A sont 
identiques pour les figures 3B k 3D. 

Quel que soit le nucleotide de depart (s6rie ribo ou desoxyribo), nous observons la formation 
5 exclusive et complete du produit alkyie en 130 min k 60°C. II est important de noter que dans 
le cas de la guanine (base la plus reactive avec les r6actifs alkylants usuels), seul le produit 
alkyie au phosphate est observe prouvant la tres grande selectivity de la reaction. 
Cette 6tude permet egalement de verifier que la vitesse de la reaction ne depend pas de la 
nature de nucleotide en tant que substrat 

10 

Exemple 6.3 : Etude d'un dinucteotide : 

L'alkylation du dinucieotide ApUp (reference A4298, Sigma) a ete effectuee avec le meta- 
BioPMDAM afin de verifier la seiectivite de la reaction vis-^-vis du phosphate terminal par 
15 rapport au phosphate internucieotidique. Le suivi de la reaction par eiectrophorese est 
represente sur la figure 4. Les conditions sont les conditions standards de Texemple 6.1 dej& 
decrit. 

La formation exclusive d'un seul produit est observee montrant une bonne seiectivite du 
20 reactif meta-BioPMDAM vis-a-vis du phosphate terminal par rapport au phosphate 
internucieotidique. 

Exmple 6.4 : Caracterisation des adduits avec les 4 nucleotides 3 '-monophosphates : 

25 Pour s' assurer que les produits obtenus provenaient bien d f une alkylation au phosphate, la 
synthase des adduits des monophosphates S'-UMP, 3 f -CMP, 3 f -GMP et 3'-AMP avec le r6actif 
m&a-BioPMDAM a 6t6 effectuee. La reaction d'alkylation est r6alisee k rechelle preparative 
comme indique ci-dessous. Les adduits, obtenus avec des rendements de l'ordre de 70 % sont 
purifies puis 6tudi6s par RMN du proton et du phosphore. 
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Protocole de preparation : 

On dissout le 3-UMP (sous forme de sel disodique ; 9,3 mg ; 21,1 nmol) dans 2 mL d'une 
solution aqueuse 0,1 M de H3BO3, puis on ajoute successivement 2 mL de CH3CN, 6 mL de 
MeOH puis le rSactif meta-BioPMDAM (75 mg ; 0,20 mmol). La reaction est r6alis6e pendant 
5 2,5 h k temperature ambiante. Elle est suivie par eiectrophorese capillaire. On ajoute 3 mL 
d ! eau, puis l f exc6s du r6actif est elimin6 par extraction avec CH2CI2. La phase aqueuse est 
6vapor6e. Le r6sidu est dissous dans une petite quantity d'eau et purifie par passage sur une 
colonne de gel de silice en phase inverse (Lichroprep RP-18, Merck ; eiution MeOH/H20 
(20/80)), On obtient 1 0 mg (69 %) de l'adduit du 3'-UMP. 

10 

Les spectres de RMN du proton obtenus pour les adduits du 3VNMP (N= G, U, C, A) sont 
pr£sent£s sur les figures 5A a 5D. L'identification des adduits a 6t6 realise par des experiences 
de RMN a deux dimensions ! H/ ! H (COSY). Deux diastereoisomdres pour chacun de ces 
adduits dans un rapport 1/1 sont presents. 
15 Un seul pic est present pour la RMN du phosphore vers 0 ppm (300 MHz, D2O). 

Ces experiences demontrent que la reaction est bien sp£cifique, qu'un seul adduit est observe 
et que le marquage a bien lieu sur le phosphore. II n'y a pas de reaction secondaire 
d'alkylation sur les bases. Les produits de marquage sont done particulierement adaptes pour 
une 6tape d'hybridation. 

20 

Exemple 7 : Etude de stabilite : 

Exemple 7.1 : Stabilite des r£actifs de marquage h la temperature : 

25 

Tous les derives du diazomethane, d6crit dans le tableau de T exemple 6.1 ci-dessus, sont 
conserves k T6tat solide dans le congeiateur k -20 °C pendant au moins trois (3) mois et 
aucune perte de r6activite n'est observee. 

La stabilite k temperature ambiante sur la paillasse a 6te determinee par RMN *H pour les 
30 deux reactifs NPDAM et meto-BioPMDAM. Nous n ! avons observe aucune decomposition en 
laissant le NPDAM pendant un mois sur la paillasse sans precaution particuliere. Nous 
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observons environ 50% de d6composition en laissant le mete-BioPMDAM sur la paillasse 
pendant vingt-cinq (25) jours. 

La stability k la temperature du r6actif de marquage est une caracteristique essentielle. En 
effet, la destination finale d'un tel r6actif pour une application industrielle est un kit de 
5 marquage. Un reactif qui n'est pas stable au moins pendant quinze (15) jours k -20°C, de 
preference un (1) mois est invendable. Meme s'il existe des moyens de stockage et d'envoi 
jusqu'i -1 10°C, il existe une relation entre la stability k -1 10°C et a -20°C et c'est pourquoi la 
valeur de quinze (15) jours k -20°C, de preference un (1) mois k -20°C est un minimum 
industriel. Au ddlk de -110°C, les laboratoires ne disposent pas des Squipements necessaires 
10 (cong61ateur) pour stocker ces rSactifs du point de vue de Tutilisateur et du fabricant, et il n'y 
a pas de moyen simple type carboglace pour les expedier du point de vue du fabricant. 
En ce qui concerne la stabilite k temperature ambiante, une stability de quelques heures, de 
preference de un (1) jour, est suffisante pour permettre k 1'utilisateur d'effectuer le marquage. 

15 Exemple 7.2 : Hydrolyse de differents conjugues Nucleotide 3'-UMP-marqueurs : 

Nous avons teste la stabilite des conjugues [S'-UMP-marqueur] en milieu basique. Le 
m6canisme d'hydrolyse peut etre repr6sente de la maniere suivante : 




Les differents conjugu6s utilises ont et6 synthetics selon le protocole suivi pour l'alkylation 
du monophosphate 3'-UMP (s6rie ribonucleotide) par le meta-BioPMDAM. 
Les difT6rents r6actifs de marquage testes avec le 3'UMP sont : 
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• mete-BioPMDAM, 

• ortho-BioVMDAM, 

• para-BioPMDAM, 

• DPDAM, et 
5 # PDAM. 

Mode Operatoire 

On prepare une solution k 20 mM du r6actif de marquage dans le DMSO. 
Pour la r6action, on melange : 
10 - 20 \xL de cette solution, 

- 40 [iL de NaOH IN, 

- 10 (iL de produit de reference a 40 mM, et 
-130^LdeH 2 O. 

Cette solution est chaufifce k 60°C et des pr616vements k temps precis sont effectues. 
15 Pour les pr61evements, on opdre de la fa?on suivante : 

- 10 (aL de la solution chauffSe, 

- 40 jaL de H3BO3 0,5M, et 

- 150nLdeH 2 O. 

On injecte alors 15 jxL de cette solution finale par electrophorese capillaire, ceci pour chaque 
20 prelevement. 

La vitesse de la reaction d'hydrolyse a 6t6 d6terminee par 61ectrophor6se capillaire en 6tudiant 
la diminution de la quantity de conjugu6 en fonction du temps (mesure de la surface du pic 
compare k celle d'un 6talon interne : acide 3,5-diaminobenzoTque ou acide naphtoique). 

25 De cette fa?on, nous avons pu comparer la stability des diffSrents conjugu6s. 
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Les r6sultats sont pr6sent6s dans le tableau 2 ci-dessous : 



R6actif de marquage couple 
au3'UMP 


Temps de demi vie du 
conjugu^ (min) 


weto-BioPMDAM. 


197 


orf/io-BioPMDAM. 


30 


/wa-BioPMDAM. 


8 


DPDAM 


54 


PDAM 


16 



Tableau 2 : R6activit6 (temps de demi reaction) de r6actifs conjugu6s k des nucleotides 3'- 
5 UMP-marqueurs 

Ainsi, nous avons trouv6 que le conjugu6 avec le meta-BioPMDAM pr6sentait un temps de 
demi-vie de 197min, soit un temps vingt-cinq (25) fois sup6rieur a celui du d€riv6 para- 
BioPMDAM, sept (7) fois superieur a celui du deriv6 DPDAM et quatre (4) fois superieur k 
10 celui du d6riv6 ortho-BioPMDAM. 

Les deriv6s ortho et meta permettent de mieux stabiliser le conjuguS ce qui permet une 
meilleure detection dans le cas d'un test diagnostic. 

15 Exemple 8 : Marquage des ARN transcrits par le d6riv6 m <?ta-bioPMDAM (3a) : 

Marquage : 




/weta-bioPMDAM (3a) 



20 
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Le d6riv6 meta-bioPMDAM (3 a) a 6t6 obtenu selon le schema r6actionnel ctecrit dans 
1'exemple 1.1. Les cibles ARN ont &6 pr6par6es par transcription post-PCR selon la 
procedure d6crite dans l'exemple 5.2. 

5 A 50 \iL d'une solution contenant des ARN transcrits, 9 \xL d'eau pure (Sigma), 9 \iL 
d'imidazole k 0,1M et 9 \iL de MnCk k 1M ont &6 ajoutes. La concentration de Pimidazole et 
du MnCh est de 6mM et 60mM respectivement. Avant l'incubation, de la solution contenant 
la cible ARN et le tampon n6cessaire pour la fragmentation, 3 |liL de meta-bioPMDAM (3 a) k 
lOOmM dans le DMSO ont 6te ajout6s. La concentration finale en marqueur meta- 

10 bioPMDAM est de 2 mM. Apr6s avoir compl6t6 la solution k 150 |iL avec de I'eau pure, le 
melange r6actionnel est homogeneisS est incub£ 30min k 60°C. 

Apres 30min d'incubation et addition de l'EDTA (lOOmM finale), l'excds de marqueur est 
61imin6 par purification sur colonnes QIAVAC™ (Qiagen, Hilden, Allemagne) en utilisant les 
tampons et le protocole du fournisseur. 

15 

Hybridation : 

Apres Petape de marquage pendant la fragmentation, les fragments obtenus sont hybrid6s sur 
les puces k ADN conges pour Panalyse de la region 213-415 de la sequence M20940 
«Genbank» de PARN 16S de Mycobacterium tuberculosis. Cette puce k ADN est decrite 
20 dans A. Troesch et al, J. Clin Microbiol., 37(1), p49-55, 1999. 

Les Stapes d'hybridation ont 6t6 r6alis6es sur les stations fluidiques (Affymetrix, santa Clara, 
CA) en utilisant le protocole d'hybridation et les tampons ddcrits dans A. Troesch et al, J. Clin 
Microbiol., 37(1), p49-55, 1999. Une etape supplemental est nScessaire pour r6v61er la 
biotine (detection indirecte). 

25 

Les fragments biotinyl6s hybrids sur les sondes de capture k la surface de la puce k ADN sont 
r6v616s par Introduction d'une streptavidine marqu6e par la phyco^rythrine (excitation : 488 
nanometres (nm)) et par un Cy5 (excitation : 650 ran) en utilisant les conditions 
suivantes :300 nL d'eau pure ; 300 \xL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M/ tween 
30 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6 ^L de BSA (50 mg/mL) ; 6 ^L de streptavidine marquee (200 
jxg / mL). Les r6f£rences des constituants utilis6s sont : 
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• Streptavidine-Phyco6rythrine : r6f§rence R0438, Dako, Danemark. 

• Streptavidine-CY5 : r&ftrence C0050 Dako Danemark. 

• Antimousse r6f6rence M5-575, Ultra Additives Inc. 

• Tween r6f6rence P-7949, Sigma. 

5 

Lecture de la puce a ADN : 

La lecture de la fluorescence 6mise a la surface de la puce h ADN, aprds marquage et 
hybridation, ainsi que la g6n6ration des donn6es en termes d'intensit6 du signal et du 
pourcentage d'homologie sont realises par les syst&nes de lecture et le logiciel fournis par 
10 Affymetrix (GeneChip® Instrument System et GeneChip® Information System, Santa Clara 
CA). 

Le systeme de lecture fournit des intensity en signal et bruit de fond exprim^es en rfu 
(« relative fluorescence unit »). Le pourcentage d'homologie est donne par rapport h une 
sequence rSf&rence qui, dans ce cas, est la sequence de Mycobacterium tuberculosis, 
15 Les r^sultats en termes d'intensit6 moyenne du signal (I), du bruit de fond (B) et du 
pourcentage d'homologie (%) sont donn6s dans le tableau 3 ci-dessous. 

De manidre gen&rale, on considdre qu'un pourcentage d'homologie sup6rieur a 90% est un 
resultat satisfaisant, bien que Ton cherche en g6n6ral un resultat superieur a 95%. Au-dessus 
de 95%, les valeurs ne sont plus indiquees car elles ne sont pas significatives dans le cas de la 
20 puce a ADN Mycobacteries. Une intensite elev6e avec un bruit de fond faible est le deuxidme 
resultat recherche dans les exemples qui suivent. Dans tous les resultats, le bruit de fond B est 
deduit de I'intensite moyenne I. 



Marqueur 


Homologie 


I (rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Phyco6rythrine 


>95% 


2358 


397 


6,9 


Cy5 


>95% 


4688 


72 


66,3 



25 Tableau 3 : Lecture de la fluorescence 6mise & la surface de la puce h ADN aprds marquage et 

hybridation 
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Avec les deux marqueurs, le pourcentage d'homologie est sup6rieur k 95 %. Les intensity des 
sigaaux en rfti sont sup6rieures k celles obtenues par les techniques de marquage standards. 
Ces r6sultats montrent que la reaction de marquage pendant la fragmentation des ARN 
transcrits utilisant le d6riv6 meta-bioPMDAM pennet de g6n6rer suffisamment de fragments 

5 marqu6s et d6tectables sur la puce k ADN. La fonction diazomethyle permet done 
Pintroduction du marqueur biotine dans la sequence d'ARN transcrit. Cette chimie ne modifie 
pas les propri6t6s d'interaction biotine-streptavidine. En effet, que ce soit avec le fluorophore 
phycoSrythrine ou le Cy5, les niveaux d' intensity ainsi que le rapport signal sur bruit de fond 
(I/B) sont bons. Cette technique permet d'utiliser un fluorophore diff&rent en fonction des 

10 applications voire de d&ecter k deux longueurs d'onde diff6rentes (voir par exemple Nature 
Genetics volume 14, pages 441-447, 1996). 

Exemple 9 ; Optimisation des conditions de marquage par le derive /rggfo-bioPMDAM ; 

15 

Exemple 9.1 : Optimisation de la concentration en sel de fragmentation (MnCh) : 

Le marquage des ARN transcrits a 6t6 r£alis6 selon le protocole decrit dans Pexemple 8 en 
utilisant difT6rentes concentrations en MnCk. 
20 L'hybridation et la lecture ont 6galement 6t€ r6alis6es selon les procedures decrites dans 
l'exemple 8. 

Les r6sultats de marquage montrent que les intensites elevees sont obtenues avec des 
concentrations faibles en MnCk. 

MnCl 2 : 0 mM, Intensity 1 : 3857 rfu, Homologie : 93,5%, 

25 MnCl 2 : 5 mM, Intensity 1 : 303 1 rfu, Homologie : 93,5%, et 

MnCl 2 : 10mM Intensity 1 : 2471 rfu, Homologie : 94,1%. 

L' analyse de la fragmentation des transcrits ARN k differentes concentration en MnCfe 
montrent que la fragmentation est toujours efficace k 5 mM en m&al et en incubant k 60°C. 
30 Ceci montre que de trds bons r6sultats de marquage peuvent 8tre obtenus en utilisant les 
r6actifs de marquage dans les conditions optimales de marquage et de fragmentation. 
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Exemple 9.2 : Optimisation de la concentration en imidazole : 

Quatre (4) tubes contenant 50 jaL d'une solution d'ARN transcrits (Mycobact6ries 16S) sont 
5 mis en presence de 4,5 fiL ou 18 ou 36 \xh d'imidazole (1 M dans Peau pure) 
respectivement de mantere k obtenir 30, 120 et 240 mM en concentration finale. Trois (3) jiL 
de mete-bioPMDAM (100 mM dans le DMSO) sont ensuite ajout6s et le volume total est 
ajust6 k 150 jaL avec de l'eau pure. 

Les solutions dans les quatre tubes sont m61ang6es au vortex et mis k incuber 10 minutes k 
10 60°C. 

Purification 

L' Elimination de Pexces de marqueur a et6 effectuee par purification des quatre solutions de 
reactions de marquage sur des colonnes QIA VAC™. 
15 Les Stapes d'hybridation et de lecture sont celles de Texemple 8 (detection streptavidine 
phyco&ythrine) . 

Les r6sultats en termes d'intensit6 du signal sont les suivants : 
Imidazole 30 mM intensity 3600 rfu, 
20 Imidazole 120 mM intensity 1600 rfu, et 

Imidazole 240 mM intensity 1400 rfu. 

Le meilleur r6sultat en terme d'intensit6 de marquage et obtenu avec 30 mM en imidazole. II 
est probable que les concentrations 61ev6es (120 et 240 mM) engendrent des fragmentations 
25 excessives et par consequence, g&idrent des fragments plus courts. 

Ceci montre aussi que la chimie de marquage bas6e sur la fonction diazomEthyle peut etre 
optimis6e et adapt6e aux conditions de marquage et k la cible k marquer. 
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Exemple 9.3 : Effet de la concentration en marqueur meta-bioPMDAM : 

Six (6) tubes contenant 50 |iL d'une solution d'ARN transcrits (exemple 5.2) sont mis en 
presence de 4,5 \xL d'imidazole (1 M dans de Feau pure) et de respectivement un volume de 
5 0,38 ; 0,75 ; 1,5 ; 3 ; 4,5 et 7,5 \xh de m&a-bioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le volume 
total est ajust6 a 150 \iL avec de Peau pure. 

Les solutions sont m61angees par vortex et mises k incuber 10 minutes k 60°C. 

Les conditions de purification, d'hybridation et de lecture sont conformes k l'exemple 8. 

Les rSsultats sont donn6s dans le tableau 4 ci-dessous : 



Concentration en 
meto-bioPMDAM 


Marqueur 


Homologie 

(%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


0,25mM 


PE 


72,4 


193 


786 


0,2 




Cy5 


60,5 


3263 


487 


6,7 


0,5mM 


PE 


88,6 


454 


785 


0,6 




Cy5 


77,3 


7925 


589 


13,5 


l,0mM 


PE 


91,4 


891 


809 


1,1 




Cy5 


84,3 


11194 


662 


16,9 


2,0mM 


PE 


94,6 


2361 


787 


3,0 




Cy5 


91,4 


15375 


417 


36,8 


3,0mM 


PE 


95,1 


3944 


797 


5,0 




Cy5 


93,5 


23248 


222 


104,8 


5,0mM 


PE 


93,5 


6112 


820 


7,5 




Cy5 


92,4 


34794 


479 


72,6 



Tableau 4 : Tableau r^capitulatif des r&ultats de marquage en fonction des concentrations en 
marqueur meta-bioPMDAM. R6v61ation sur puce ADN avec de la streptavidine- 
phyco6rythrine (PE) et la streptavidine-Cy5 (Cy5). 

15 

A partir de 2 mM de meta-bioPMDAM, les pourcentages d'homologies et les intensit6s de 
marquage sont bons. Ceci est vrai dans le cas de la relation de la biotine avec la 
streptavidine portant la phyco6rythrine et aussi dans le cas de la streptavidine H6e au Cy5. Au 
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deli de cette concentration, le signal est augments et le pourcentage d'homologie n'est pas 
affects. 

Exemple 9.4 : Suppression de P6tape de purification post-marquage : 

5 

Dans le but de s'affranchir de l'gtape de purification, diffSrents volumes de la reaction de 
marquage sont hybrid6s sur puce k ADN sans purification pr&dable. 

A 50 jjL d'une solution d'ARN transcrits (exemple 5.2), le tampon de marquage pendant la 
10 fragmentation est ajoute, le melange est ensuite incube 30min k 60°C. Les conditions de 
marquage pendant la fragmentation sont: 30 mM imidazole (4,5 jiL d'une solution 
d'imidazole k 1 M dans l'eau pure), 10 mM MnCl 2 (1,5 pL d'une solution de chlorure de 
mangandse k 1 M dans l'eau pure) et 2 mM de meta-BioPMDAM (3 \iL d'une solution 100 
mM dans le DMSO anhydre). 

15 

Apres incubation, differents volumes de la solution de marquage ont 6te hybrides sur la puce a 
ADN sans aucune purification prealable. Le protocole d'hybridation utilise est dScrit ci- 
dessus. Les fragments biotinyl6s hybrides sur les sondes de capture k la surface de la puce a 
ADN sont r6v616s par Pintroduction d'une streptavidine marquee k la phyco&ythrine (ex : 488 
20 nm) en utilisant les conditions de 1'exemple 8. 

La detection du marqueur phycoerythrine et l'analyse des r6sultats ont 6t6 aussi realises selon 
le protocole recommandS par Afiymetrix et qui est decrit k 1'exemple 8. 

25 Les r6sultats sont donn6s dans le tableau 5 ci-dessous. 



Volume hybrid^ sur 
la puce a ADN (ul) 


Homologie 

(%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


VB 


20 


94,1 


932 


801 


1,2 


R6f*. 


>95 


728 


752 


1,0 



Rei* : purification post-marquage sur colonnes du volume total de la reaction de marquage. 
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Tableau 5 : Suppression de l'&ape de purification post-marquage 

Ces rSsultats montrent qu'avec 2 mM en mete-BioPMDAM, il est possible de supprimer la 
5 purification si on n'hybride pas la totalit6 du volume r^actionneL Avec 20 \xL hybrid6s sur la 
puce k ADN, les r6sultats en termes de pourcentage d'homologie et d'intensit6 du signal sont 
comparables h ceux obtenus avec le protocole standard utilisant une 6tape de purification. 
Les mdmes r6sultats, pr6sent6s dans le tableau 6, sont obtenus avec des protocoles de 
marquage sans m6tal (MnCfe). Les signaux sont plus importants. 

10 



Volume hybride sur la 
puce a ADN (fiL) 


Homologie 

(%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


20 


93,5 


2057 


875 


2,3 



Tableau 6 : Suppression de 1'etape de purification post-marquage sans MnCk 

Ces r6sultats montrent aussi que l'utilisation d'autres agents de fragmentation que les m6taux 
15 peut 6tre une solution pour eviter les pr6cipit6s et le bruit de fond important. 

Dans cet exemple 9.4, les AKN transcrits utilises sont degrades, ce qui explique la faiblesse 
des signaux, mais la r6f6rence utilisSe permet la comparaison. 

20 Exemple 10 : Autres agents de fragmentation utilisables pour le marquage d'ARN : 
Exemple 10.1 : Utilisation d'une chaine polyamine : 

Pour s'affranchir des probldmes de diminution du rendement de marquage en presence de sels, 
25 nous avons utilis6 une polyamine « biog6nique », la spermine comme agent de fragmentation. 
En effet, cette chaine polyamine est connue pour son interaction avec les phosphates des 
acides nucl&ques. 
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Cinquante (50) ^L d'ARN transcrits (exemple 5.2) sont incubus 30 minutes k 60 °C avec 
differentes concentrations de spermine (r6f<§rence 13275-0010, Acros, FR, solution mdre 0,5 
M pH 7,5) et 2 mM meta-BioPMDAM (3 \iL d'une solution de BioPMDAM 100 mM dans le 
DMSO anhydre) dans 150 \iL final. 
5 La purification, Thybridation et la detection sur puce k ADN ont 6t6 r6alis6es selon le 
protocole d6crit dans P exemple 8 (detection streptavidine-phyo>erythrine). 
Les resultats de marquage sont pr6sent6s dans le tableau 7 : 



Spermine (mM) 


Homologie (%) 


I(rro) 


B(rfu) 


I/B 


6 


93,0 


444 


537 


0,8 


5 


94,1 


842 


552 


3,3 


4 


94,6 


1884 


461 


4,1 


1 


94,6 


2925 


449 


6,5 



10 Tableau 7 : Utilisation de la spermine comme agent de fragmentation 

Les resultats de marquage pendant la fragmentation, pourcentage d'homologie et intensit6 du 
signal, avec la spermine comme agent de fragmentation sont satisfaisants. Les chaines 
polyamines peuvent done etre utilises pour fragmenter les cibles ARN lors de leur marquage 
15 par les r^actifs de marquage portant une fonction diazom&hyle. 

Exemple 10.2 : Utilisation de derives ph6nanthrolines : 

Essai 1 : A 5 |iL de transcrits ARN sont ajoutSs 20 ^iL de ph£nanthroline-FeS04 (rSfSrence 
20 P1929, Sigma, 25 mM) et 2 |aL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le volume 
est ajust6 k 100 jxL. Le tube est incub£ 60min k 95°C. 

Essai 2 : A 5 \xL de transcrits ARN sont ajout6s 3 pL d'imidazole pH 9,5 (1 M dans de Teau 
pure), 0,5 \ih de MnCl 2 et 2 \iL de mefa-BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le volume est 
ajustS k 100 \iL. Le tube est incub6 lOmin k 60°C. 



25 
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Dans les deux cas, les Schantillons sont hybrid6s, d6tect6s et analyses sur puce k ADN. 



Les fragments biotinyles hybrids sur les sondes de capture k la surface de la puce a ADN sont 
r6v616s par Pintroduction d'une streptavidine coupl6e k un fluorophore, la phyco&ythrine 
5 (excitation : 488 nm), comme pr£c6demment. 



Conditions 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B (rfu) 


I/B 


5 mM ph6nanthroline FeS04, 2 mM meta- 
bioPMDAM pendant 60 min a 95°C 


>95 


21821 


633 


34,5 


30 mM Imidazole pH9,5, 10 mM MnCl 2 , 
2 mM weto-bioPMDAM dnrant 10 min a 60°C 


>95 


10719 


540 


19,9 



Tableau 8 : Utilisation de derives ph^nanthrolines 



10 Les r6sultats obtenus, dans le tableau 8, avec la phenanthroline comme agent de fragmentation 
sont sup6rieurs a ceux obtenus avec le protocole standard utilisant le metal et l'imidazole. 
D'autres d6riv6s ph6nanthrolines complexes avec d'autres m6taux que le Fe""" peuvent etre 
utilises, par exemple Cu*" 4 ", Zn**, etc. 

15 

Exemple 11 : Marquage et fragmentation en deux etapes d'ARN avec le meta- 
bioPMD AM : 

Cinquante (50) fiL d'une solution d'AKN transcrits obtenus selon le protocole d6crit dans 
20 Pexemple 5.2 sont incub6s 30 minutes k 60 °C en presence du tampon de fragmentation : 
imidazole 30mM et MnCk lOmM. Le dfriv6 meta-bioPMDAM est alors ajout6 k une 
concentration finale de 2 mM et incub6 5 minutes suppl6mentaires k 60°C. 
Avant hybridation, les fragments d' ARN marques sont purifi6s sur colonne selon le protocole 
d6crit pr6c6demment (exemple 8). 

25 
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Protocole utilise 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


1 . Fragmentation puis 
marquage 


81,1 


44245 


791 


56,0 


2. Marquage pendant la 
fragmentation 


91,9 


20548 


588 


35,0 



Tableau 9 : Marquage et fragmentation en deux Stapes d' ARN avec le meta-bioPMDAM, 



Ici la comparaison, selon le tableau 9, doit §tre r6alis6e en tenant compte des intensity et du 
5 ratio I/B car les signaux obtenus dans le cas du protocole 1 (fragmentation puis marquage) 
sont trop forts. On observe une saturation du lecteur, qe qui conduit h des pourcentages 
d'homologie (81%) plus faibles en comparaison avec 91.9% obtenus avec le protocole de 
r6f§rence. 

N6anmoins, cet exemple montre que les etapes de fragmentation et de marquage peuvent etre 
10 s6par6es. 

Exemple 12 : Amplification du signal pour le marquage d'ARN avec le reactif m£ta- 
bioPMDAM : 

15 

Le but de cette approche et d'amplifier le signal de fluorescence en introduisant plusieurs 
fluorophores par molecule de meta-bioPMDAM. 

Reaction de marquage 

20 A5(iL de transcrits (myco 16S), 89 d'eau pure (sigma), 30 \iL d'imidazole (1 M dans de 
l'eau pure), l|xL de MnCl 2 (1 M dans de Peau pure) et 2 jxL de meta-bioPMDAM (100 mM 
dans DMSO) sont ajout6s. 

Les tubes sont agit6s par vortex puis incubus 10 minutes h 60°C. 

La purification sur colonne et Phybridation sur puce k ADN* sont r6alis6es selon le protocole 
25 d6crit dans Pexemple 8. 
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Sans amplification du signal 

Les fragments biotinyl6s sont r6v616s par 1' interaction avec de la streptavidine (marquee k la 
phycoerythrine : PE) avec le reactif de marquage /weta-bioPMDAM. Le protocole d' addition 
de la streptavidine sur la puce k ADN est celui d6crit dans l'exemple 8. 

5 

Avec amplification du signal 

l 6re 6tape : Fixation de streptavidine (300 }iL d'eau pure, 300 |jL de tampon Tris 100 mM pH 
7 / NaCl 1 M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6 fiL de BSA k 50 mg / mL ; 4 \iL de 
1 0 streptavidine a 1 ,5 mg / mL). 

2* me 6tape : Fixation d'anticorps anti-streptavidine biotinyte (300 pL d'eau pure, 300 |iL de 
tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1 M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6 pL de BSA a 
50 mg / mL ; 3 piL d'anticorps anti-streptavidine biotinyte ilmg/ mL). 

15 

3*™ 6tape : Fixation de streptavidine marquee la phyco&ythrine (300 jiL d'eau pure, 300 \xL 
de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1 M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6 *iL de BSA 
a 50 mg / mL ; 6 ^L streptavidine marquee la phycoerythrine k 300 \xg I mL). 
On utilise 1' anti-streptavidine biotinyle suivante dans les 6tapes cri-dessus : r6f6rence 216-065- 
20 084, Jackson Immuno Research. 

La lecture des signaux sur la puce k ADN est effectuee selon le protocole decrit dans 
l'exemple 8. Les r&ultats en termes de pourcentage d'homologie et d'intensit6 de marquage 
sont donnas dans le tableau 10 ci-dessous : 
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Marquage post-hybridation 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Sans amplification du signal 


>95 


2400 


581 


4,1 


Avec amplification du signal 


>95 


13798 


860 


16,0 



Tableau 10 : Amplification du signal pour le marquage d' ARN avec le reactif meta- 

bioPMDAM 

5 

L'amplification du signal am61iore considfrablement la sensibility de detection. 

Exemple 13 : Marquage d'ARN par les derives xmra-bioPMDAM (3b) et 
10 ort/i^bioPMDAM (3c) ; 

Les deux reactifs ont 6te prepares selon le protocole d£crit dans l'exemple 1.2 et 1 .3 et ont 6t6 
6valu6s dans l'approche de marquage pendant la fragmentation des ARN transcrits. 
Les ARN transcrits ont ete obtenus selon le protocole d6crit dans l'exemple 5.2. 

15 

Le protocole de marquage, d'hybridation, d'introduction de la streptavidine marquee k la 
phycoerythrine et le protocole de purification sont ceux decrits dans Pexemple 8. 
Les rSsultats sont donnes dans le tableau 1 1 ci-dessous : 



Molecule utilisee 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


/?ara-bioPMDAM 


>95 


1665 


620 


2,7 


ortAo-bioPMDAM 


>95 


3657 


532 


6,9 



20 

Tableau 11 : Marquage d'ARN par les d6riv6s para-bioPMDAM et 

ortfio-bioPMDAM 
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Ces r&ultats montrent que les substitutions en ortho et para donnent aussi des r6sultats 
int6ressants en terme d'intensite de marquage et de pourcentage d'homologie. 

5 Exemple 14 : Marquage des ARN transcrits par un d£riv6 BioDPDAM (3d) ; 

Le d6riv6 BioDPDAM (3d) a 6t6 pr6par6 selon le protocole d6crit dans l'exemple 1 .4. 
Les ARN transcrits ont 6t6 obtenus selon le protocole d6crit dans l'exemple 5.2. 
Le proc6d6 marquage et fragmentation est effectu6 en une &ape en comparaison avec le 
10 reactif meta-BioPMDAM dans les conditions d6crites dans le tableau 12 ci-dessous (volume 
de reaction 100 jliL). 

Le protocole d'hybridation, d'introduction de la streptavidine marquee a la phyco&ythrine et 
le protocole de purification sont ceux d6crits dans l'exemple 8. 



Conditions de marquage 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Protocole de reference : 30 mM Im pH 9,5 ; 5 mM 

MnCl 2 ; 2 mM m&a-bioPMDAM (3a) ; 10 min a 
60°C 


89,7 


35519 


528 


67,2 


30 mM Im pH 9,5 ; 5 mM MnCl 2 ; 2 mM 
BioDPDAM (3d) ; 10 min a 60°C 


>95 


3252 


446 


7,3 


30 mM Im pH 9,5 ; 5 mM MnCl 2 ; 2 mM 
BioDPDAM (3d) ; 15 min a 60°C 


>95 


4482 


435 


10,3 


30 mM Im pH 9,5 ; 5 mM MnCl 2 ; 2 mM 
BioDPDAM (3d) ; 30 min a 60°C 


>95 


6429 


428 


15,0 



15 Im imidazole 

Tableau 12 : Marquage d'ARN transcrits par le BioDPDAM (3d) 



20 



Le d6riv6 3d donne de bons rSsultats de marquage des ARN sur le phosphate. Ce r6sultat 
montre que des substitutions, telles que le groupement ph6nyle, peuvent etre utilis6es pour 
moduler la r6activit6 et la stability des marqueurs portant la fonction diazom&hyle. 



WO 02/090319 



79 



PCT/FR02/01543 



Exemple 15 : Margoagg d'ARN par le derive Cv5-PMDAM. (12bis) : 




Cy5-PMDAM (12bis) 



Le marqueur Cy5-PMDAM (12bis) a 6t6 pr6par6 selon le protocole decrit dans Pexemple 2. 

10 Cinq (5) \xL de transcrit ARN (exemple 5.2) sont marques par le Cy5-PMDAM dans 
diffSrentes conditions de fragmentation et de marquage. Les conditions generates sont les 
suivantes : 

• volume final de reaction 100 \iL, 

• 30 mM d'imidazole pH 8 (3 \xL d'une solution mSre h 1 M), 
15 • 5 mM de MnCl 2 (6 \xL d'une solution mere k 0, 1 M), et 

• 3 mM du Cy5-PMDAM (3 nL d'une solution mSre h 100 mM dans du DMSO anhydre). 

Dans un premier essai, le marquage pendant la fragmentation est r&disS en une seule 6tape. 
Dans un deuxidme essai, le marquage et la fragmentation ont 6t6 r6alis6s en deux Stapes : la 
20 fragmentation est r£alis6e avant le marquage. 

Aprds chaque incubation ayant contenue du MnCfe, le sel est neutralis6 par addition de 20 jxL 
d'une solution k 0,5 M d'EDTA. " 

L'incubation a 6t6 r6alis6e k 60 °C pendant 30min pour le marquage et la fragmentation en 
25 une 6tape. Pour le deuxiSme essai, oil le marquage et la fragmentation ont 6t6 r6alis6s en deux 
Stapes, l'incubation, 15min d'incubation, a 6t6 utilisSe pour chaque 6tape. 
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Les fragments marqu6s ont ete purifies, hybrides et d6tect6s selon le protocole d6crit dans 
l'exemple 8. La seule difference reside dans le fait que lors de l'6tape d'hybridation, l'addition 
de la streptavidine marquee n'est plus necessaire, car le marqueur est detecte de manidre 
directe par un lecteur approprie (GMS 418 Array Scanner, Affymetrix, Santa Clara, CA). 
5 Les rSsultats de marquage sont donn6s dans le tableau 13 ci-dessous : 



Protocole de marquage 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Marquage pendant la 
fragmentation 


>95 


6612 


352 


17,3 


Fragmentation puis marquage 


94,1 


8378 


158 


53,1 



Tableau 13 : Marquage d'ARN transcrits par le derive de Cy5-PMDAM 



10 Le marquage sur le phosphate des ARN transcrits par un r6actif de marquage (12bis) donne 
des r6sultats tres satisfaisants en tennes d'intensite de marquage et du pourcentage 
d 'homologie. 

H est aussi important de noter que le rapport signal sur bruit de fond est trbs satisfaisant dans 
le cas de ce marqueur. En effet, les longueurs d'qnde d' excitation et d* emission des derives 
15 cyanines sont 61oign6es de celles des molecules biologiques. 

Ces r6sultats montrent aussi que la fonction diazom&hyle permet Pintroduction d'autres 
marqueurs que la biotine au niveau des groupements phosphates des acides nucieiques. 

20 Exemple 16 : Etude de la fragmentation de FADN : 

Exemple 16.1 : Hydrolyse de differents nucleosides en milieu acide : 

Le but de cette etude est de d&nontrer la difference en terme de stability k pH acide entre les 
nucleosides naturels, les nucleosides modifies ainsi que les nucleosides de type puriniques et 
25 pyrimidiniques. Cette etude permet egalement de mieux controler la fragmentation de l'ADN 
en tenant compte de sa composition en bases. 
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Deux nucleosides modifies, la 8-bromo-2'-desoxyadenosine (8-BrdA) et la 5-bromo-2'- 
desoxycytidine (5-BrdC) ainsi que les quatre (4) nucleosides naturels (dA, dC, dG et dT) ont 
5 6te utilises dans cette etude. 

50 nanomoles (nmol) de chaque nucleoside sont incub£es dans 50 mM de formiate de sodium 
pH 3 k 95°C. Les temps d'incubation varient de 0 h 45 min. Aprds s£chage sous vide et reprise 
par 20 |il d'eau pure, les echantillons (10 nmol) sont alors analyses par HPLC en phase 
inverse. Les resultats sont donnes sous fonne de pourcentage d'hydrolyse du nucleoside de 
10 depart (en ordonnee) par rapport au temps d'incubation en minutes (en abscisse) voir figure 8. 

Les courbes de la figure 8 montrent que la modification de l'adenine en position 8 par un 
atome de brome rend ce nucleoside moins stable que le nucleoside naturel. D'autre part, les 
resultats montrent que, dans les conditions utilises, la depurination est beaucoup plus 
15 importante que la d6pyrimidination. 

Cette etude montre que la fragmentation de l'ADN par la depurination ou la depyrimidination 
peut Stre contr6iee en optimisant les conditions d'hydrolyse, ou en incorporant soit des bases 
modifies moins stables que les bases naturelles soit des bases pouvant 6tre modifi6es et 
hydrolys6es aprds leur incorporation. 

20 

Exemple 16.2 : Fragmentation de PADN double brin incorporant ou non un nucleotide 
modifie : 
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Trois amplifications PCR ont 6t6 realises en paralldle k partir de cible ADN g&iomique 
Mycobacterium tuberculosis 16S (10 +4 copies de depart) en utilisant le kit Fast Start de 
Roche, 0,2 raM de chaque d6soxyribonucl6otide (d-ATP, d-CTP, d-GTP, d-TTP), 0,3 p,M 
5 d'amorces et 0,4 |iL d'enzyme. 

Les paramdtres de la PCR sont ceux de Texemple 5. 

Dans le premier cas, le protocole est utilise tel quel : cas de la PCR dite naturelle. 
Dans le deuxi&ne cas, le protocole est modifi6 pour obtenir une PCR k 30 % de 8Br-dATP. 
Ceci est r6alis6 en introduisant 0,2 mM de d-CTP, d-GTP et d-TTP. On introduit 6galement 
10 0,14 mM de d-ATP et 0,06 mM de 8-BrdATP. (La 8-BrdATP est commerciale (reference N- 
2005-1 , TriLink Biotechnologies, San Diego CA). 

Dans le troisieme cas, le protocole est modifte pour obtenir une PCR k 50 % de 8-BrdATP. 
Ceci est r6alis6 en introduisant 0,2 mM de d-CTP, d-GTP et d-TTP. On introduit Sgalement 
0,1 mM de d-ATP et 0,1 mM de 8-BrdATP. 

15 

L'6tude de la fragmentation seule de ces amplicons a 6t6 realis£e dans les conditions d^crites 
ci-dessus : 50 mM de formiate de sodium pH 3 a 95°C. 

L' analyse a 6t6 effectuee sur gel d6naturant de polyacrylamide (8 % polyacrylamide, 7 M ur6e, 
1 X TBE) utilisant coloration au bromure d'6thidium. 

20 

Aprds 15 min d'incubation k 95 °C dans 50 mM de formiate de sodium pH 3, aucune 
difference n'est visible entre les trois (3) cibles. Dans tous les cas, nous avons observe une 
fragmentation totale des amplicons PCR. 

25 La d6purination des amplicons PCR a 6t6 Sgalement r6alis6e k difiterents pH et k difiKrentes 
temperatures et temps d'incubation. L' analyse sur gel, dans les conditions ci-dessus, montre 
qu'& pH 3, la fragmentation est totale apits seulement 10 min d'incubation k 95°C. A ce pH, 
la fragmentation est aussi totale k 60°C aprds 30 min d'incubation. 

A pH 4, 30 min d'incubation sont n6cessaires pour l'obtention d'une fragmentation totale des 
30 amplicons ADN m&ne k 95°C. Ce r6sultat est trds int6ressant et montre que le site abasique 



WO 02/090319 



PCT/FR02/01543 



83 



g6n6r6 k pH acide est instable et done conduit k la fragmentation de la chaine ADN sans aucun 
autre traitement particulier. 



5 Exemple 17 : Marquage et fragmentation de PADN par le deriv6 tneta-bioPMDAM (3a\ 
en deux Stapes : 

Le d6riv6 meta-bioPMDAM (3 a) a 6t6 obtenu selon le schema r6actionnel dScrit dans 
1' exemple 1.1. 

10 Les amplicons ADN ont 6te pr6par6s par amplification PCR selon le protocole d6crit dans 
P exemple 5.1. 

Marquage 

A 10 |il de PCR, 38 jjlL d'eau pure (sigma), 50 \xL de formiate de sodium k pH 3 (100 mM 
15 dans Peau pure) sont ajoutes et le melange est incube pendant 30 minutes k 60°C. Puis 2 jiL 
de meta-bioPMDAM (100 mM dans DMSO) sont ajoutSs ensuite. La solution a et6 melangee 
par vortex, puis incubee 15 minutes supplementaires k 60°C. 

Les essais sont realises en duplicata afin de pouvoir analyser la fragmentation de FADN sur 
gel et l'efficacit6 de marquage par hybridation et lecture de la puce k ADN. 

20 

Purification 

La purification est r&disee sur colonnes QIAQUICK™ (Nucleotide Removal kit, Qiagen, 
Hilden, Allemagne). Le protocole de purification utilise est celui recommande par le 
fournisseur. 

25 

Aprds purification, l'61uat est transfer^ dans un tube propre contenant 400 \iL de tampon 
d'hybridation (1,75 mL 20X SSPE ; 2,9 mL B&aine 5M ; 290 ^iL DTAB 0,1M ; 10 ^L Anti- 
mousse 30%) sont ajout6s. Les references de ces substances sont, pour : 
• la b6taine r6f6rence B-2754 Sigma, et 
30 • la DTAB reference D-5047 Sigma. 
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La solution est m61ang6e par vortex et incub^e 10 min k 95°C, afin de s6parer les brins 
d' ADN qui ne sont pas s6par6s lors de l'6tape de marquage pendant la fragmentation (6tape de 
denaturation). Le tube est ensuite plong6 dans un melange eau-glace k 0°C avant hybridation 
sur puce k ADN. 

5 

Hybridation sur puce k ADN 

Apres Petape de marquage pendant la fragmentation, les fragments obtenus sont hybridSs sur 
les puces k ADN conges pour 1' analyse de la region 213-415 de la sequence M20940 
«Genbank» de TARN 16S de Mycobacterium tuberculosis. Cette puce k ADN est d^crite 
10 dans A. Troesch et al, J. Clin Microbiol, 37(1), p49-55, 1999. 

Les 6tapes d'hybridation ont et6 realisees sur les stations fluidiques (Affymetrix, Santa Clara, 
CA) en utilisant le protocole d'hybridation et les tampons d6crits dans A. Troesch et al, J. Clin 
Microbiol., 37(1), p49-55, 1999. Une 6tape suppl6mentaire est necessaire pour r6v61er la 
biotine (detection indirecte). 

15 

L'hybridation est r&v&l&e par le couplage de la streptavidine marquee k la phycoerythrine 
(PE) qui interagit avec la biotine de la /wete-BioPMDAM dans les conditions suivantes : 
300 jiL d'eau pure ; 300 |aL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M/ tween 0,05% / 
Antimousse 0,005% ; 6 fiL de BSA (50 mg/mL) ; 6 fiL de streptavidine-PE (300 I mL). 
20 Les references de ces substances sont, pour : 

• la Streptavidine-Phycoerjlhrine : reference : R0438, Dako, Danemark, 

• la Streptavidine-CY5 : reference : C0050, Dako, Danemark, 

• TAntimousse reference M5-575, Ultra Additives Inc., et 

• le Tween reference P-7949, Sigma, 

25 

Lecture de la puce k ADN : 

La lecture de la fluorescence 6mise k la surface de la puce k ADN aprds marquage et 
hybridation ainsi que la g6n6ration des donn6es en termes d'intensit6 du signal et du 
pourcentage d'homologie sont r6alis6s par les systemes de lecture et le logiciel fournis par 
30 Affymetrix (GeneChip® Instrument System et GeneChip® Information System, Santa Clara 
CA). 
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Le syst&ne de lecture fournit des intensity en signal et bruit de fond exprimSes en rfu 
(« relative fluorescence unit »). Le pourcentage d'homologie est donne par rapport a une 
sequence reference qui dans ce cas est la sequence de Mycobacterium tuberculosis. 
Les r6sultats en termes d'intensite moyenne du signal (I), du bruit de fond (B) et du 

5 pourcentage d'homologie (%) sont donn6s dans le tableau ci-dessous : 

De mantere g6n6rale, on considfre qu'un pourcentage d'homologie sup6rieur k 90% est un 
rSsultat satisfaisant bien que Ton cherche en general un resultat superieur k 95%. Au dessus de 
95%, les valeurs ne sont plus indiquSes car elles ne sont pas significatives dans le cas de la 
puce a ADN Mycobact&ies. Une intensity elev6e avec un bruit de fond faible est le deuxi&me 

10 resultat recherche dans les exemples qui suivent. Dans tous les rSsultats, le bruit de fond B est 
deduit de PintensitS moyenne L 

Analyse sur gel de polvacrvlamide 

Les echantillons destines a etre analyses sur gel sont s6ch6s sous vide, repris par 10 p,L d'eau 
15 pure et 1 0 |xL de bleu forxnamide 2X. 

La migration est effectu6e sur gel d'acrylamide 8%, dans du TBE IX, une (1) heure a 150 V. 

Le pH acide a 6te utilis6 pour la fragmentation de P ADN. En effet k ce pH, le ph6nom6ne de 
d6purination engendre des sites abasiques trds instables conduisant k une fragmentation 
20 presque immediate des sequences ADN a temperature elevee. Ce type de fragmentation 
produit des fragments ADN-5' phosphate. 

L'analyse sur gel montre que Pincubation des amplicons PCR k 60°C pendant 30 min en 
solution dans le tampons formiate (50 mM, pH 3) conduit k une fragmentation totale de ces 
25 amplicons. Ceci nous a permis d'6valuer le marquage pendant la fragmentation des amplicons 
ADN en presence du marqueur meta-bioPMDAM. 

Les rSsultats de marquage pendant la fragmentation des amplicons ADN en termes de 
pourcentage d'homologie, d'intensite des signaux et du bruit de fond sont donnas dans le 
30 tableau 14 ci-dessous. 
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Conditions de marquage des amplicons PCR 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Tampon : fonniate pH3, 50 mM 
Marqueur : 2 mM meta-bioPMDAM 
Incubation : 30 min k 60°C 


>95 


4456 


593 


7,5 



Tableau 14 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN en termes d'homologie, 
d'intensit£ des signaux (I) et du bruit de fond (B) 



5 Cet exemple montre que les derives de ^invention peuvent etre utilises pour le marquage des 
fragments ADN produits par amplification enzymatique dans un protocole en deux 6tapes. Us 
peuvent etre egalement utilises pour le marquage de V ADN naturel non amplifi6. 



10 Exemple 18 ; Marquage de V ADN par le derive Cv5-PMDAM (12bis) : 

Le marquage de l'ADN par ce nouveau marqueur portant le fonction diazom&hyle a 6te 
evalu6 en utilisant un fragment ADN synthetique. 




Cy5-PMDAM (12bis) 



Le rtactif de marquage Cy5-PMDAM (12bis) est pr6par£ selon le protocole dtcrit dans 
Texemple 2. 

20 Un oligod6soxyribonucl6otide (ODN) vingt (20) mers est pr6par6 selon la m6thode dite au 
phosphoramidite. On introduit un phosphate k l'extr&nit^ 5' par un r6actif de phosphorylation 
standard compatible avec la chimie au phosphoramidite. La sequence de cet ODN est 
constitute de toutes les bases naturelles de PADN (sequence de l'ODN : 5*- 
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CTGAACGGTAGCATCTTGAC-3'). Cette sequence est comptementaire de sequences de 
capture d'une puce k ADN dite « module », synth6tis6e selon la technologie Affymetrix. Cette 
puce k ADN contient des sondes de capture identiques en sequence et qui sont reparties en 
damier sur sa surface. La lecture de cette puce h ADN donne des informations quant h la 
5 performance du marquage en terme d'intensit6 mais pas de r6sultat d'homologie. 

Marquage : A 50 picomoles (pmoles) de cet ODN, 10 \xL de Cy5-PMDAM (100 mM dans le 
DMSO) sont ajoutSs. Le volume final est de 100 jxL. Apr&s homog6n&sation, 1'incubation est 
r6alis6e h 60°C pendant 30 minutes. 

10 

Purification et lecture : La purification pour 61iminer Pexc6s de rSactif de marquage est 
r6alis6e selon P exemple 17. La lecture sur puce h ADN est effectuSe selon Pexemple 17. 

R6sultats : 

15 La moyenne des intensit6s de marquage (I) lue sur la puce a ADN est de 16 644 rfu pour un 
bruit de fond (B) de 450 rfu. 

Ce niveau d'intensite est tr&s 61ev6 et montre que le r6actif de marquage Cy5-PMDAM (12bis) 
est tout a fait compatible avec le marquage des fragments d'ADN sur le groupement 
phosphate. 

20 

Exemple 19 : Marquage et fragmentation de PADN par le reactif PDAM : 
Exemple 19,1 : Marquage par le l-Pyr6nyldiazom6thane (PDAM) : 




1 -Pyr6nyldiazom6thane 
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Le PDAM est obtenu chez Molecular Probes (Eugene, OR) et solubilis6 dans du DMSO 
anhydre. 

Deux ODN de vingt (20) mers ont &6 utilis6s comme modules ADN : un ODN de 20mer 5'- 
hydroxyle et le mdme ODN de 20mer portant un phosphate h TextremitS 5'. La sequence de 
5 TODN est d6crite dans 1'exemple 18. La reaction de marquage est r6alis6e dans un melange h 
50 % en DMSO et 1,5 mM en l-Pyrenyldiazom6thane (PDAM) k 60°C pendant 30 minutes 
ou une heure. 

L'efficacite du marquage a et6 6valu6e par chromatographie sur couche mince (en phase 
normale) dans un 61uant isopropanol/ammoniaque/eau 60/10/30. Aprds 30 minutes, le 
10 couplage est total sur TODN 5'-phosphate. II faut une heure pour obtenir un couplage partiel 
sur PODN 5'-hydroxyle c'est a dire environ 50%. 

Les resultats de 1'exemple 6 sont confirm6s sur une sequence moddle de 20 bases en ce qui 
concerne le marquage tres pref6rentiel des rSactifs portant une fonction diazom&hyle sur le 

15 phosphate terminal. Le marquage sur un phosphate intranucteotidique n'est pas un 
inconvenient redhibitoire puisque cela peut conduire h une augmentation de la sensibility par 
introduction de plus d'un marqueur sur le fragment d'acide nucl&que. Cela permet h l'acide 
nucleique de s'hybrider avec une bonne sensibilit6 sur la cible compl&nentaire tout en 
conservant une bonne specificity d'hybridation. 

20 L'homme du metier par des factions d'optimisation peut ainsi controler la specificity du 
marquage, en jouant par exemple sur le r6actif de marquage, le temps de reaction et la 
temperature, pour avoir un marquage exclusif sur le phosphate terminal. 

Exemple 19.2 : Etude cinetique de la reaction de marquage par le PDAM : 

25 

Cette 6tude a 6t6 r6alis6e en utilisant TODN 20mer 5'-phosphate dans les conditions 
pr6c6dentes en faisant varier le temps de reaction. Les rendements de marquage ont 6t6 
6valu6s par analyse chromatographie liquide haute pression (CLHP) en phase inverse dans les 
conditions suivantes : 

30 Phase inverse colonne Spheri-5 RP-18 5 [im, 220x 4,6 mm (Perkin Elmer). Les tampons et le 
gradient utilis6s sont : 



WO 02/090319 



PCT/FR02/01543 



89 

• Tampon A : 0,1 M TEAA ; Tampon B » 50% Tampon A + 50 % CH 3 CN, et 

• Gradient de 10 a 50 % de B en 30 min h 1 ml/min a temperature ambiante. 

Les resultats sont repr6sent6s sur la figure 9 avec en abscisse le temps de reaction, exprim6 en 
5 minutes, et en ordonn6e le pourcentage de marquage. 

Le rendement est proche de 90% aprds seulement 10 min d'incubation k 60°C. 

Exemple 19.3 : Effet de la temperature sur le marquage au PDAM : 

10 Le marquage a et6 realisee en utilisant PODN 20mer 5 '-phosphate dans les conditions 
precSdentes en faisant varier la temperature d'incubation et avec un temps d'incubation de 10 
minutes dans chaque cas. 

Les rendements de marquage ont ete evalu6s par analyse CLHP en phase inverse. 
Les r6sultats sont pr6sent6s sur la figure 10 avec en ordonnee le pourcentage de marquage et 
15 en abscisse la temperature de reaction en °C 

II est tres important de noter que m&ne a temperature ambiante (25°C), nous observons un 
marquage de PODN. Apres 10 minutes d'incubation a 25 °C, le rendement de marquage est 
environ de 25%. A des temperatures superieures 4 50°C, des rendements superieurs a 80% 
sont obtenus. 

20 Ceci montre Pefficacite et la flexibilite de cette chimie de marquage de PADN par les r6actife 
portant une fonction diazomethyle. 



Exemple 20 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN obtenus par amplification 
25 PCR avec le reactif de marquage meta-bioPMDAM f3a> ; 

Le d6riv6 meta-bioPMDAM (3 a) a 6t& obtenu selon le schema r^actionnel d^crit dans 
Pexemple 1.1. 

Les amplicons ADN ont 6t6 pr6par6s par amplification PCR selon le protocole d£crit dans 
30 Pexemple 5.1. 
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Exemple 20.1 : Comparaison du marquage avec et sans fragmentation : 

a. Marquage dans les conditions de fragmentation : 

A 10 [xL de PCR sont ajoutes 50 |iL de formiate de sodium pH 3 (50 mM) et 2 \iL de meta- 
5 BioPMDAM 100 mM dans du DMSO). Le volume est ajuste k 100 jiL. La solution est 
incub£e 30 min a 60°C. 

b. Marquage sans fragmentation : 

A 10 \xL de PCR sont ajout6s 2 jiL de meto-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le 
10 volume est ajustS & 100 ^L. La solution est incub£e 30 min k 60°C. 

Le reste du protocole est identique k celui de Pexemple 17. 
R6sultats 



Protocole utilise* 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B (rfu) 


I/B 


a. Marquage dans les conditions de 
fragmentation 


>95 


3995 


569 


7,0 


b. Marquage sans fragtnentation 


94,1 


500 


542 


0,9 



15 

Tableau 15 : Comparaison du marquage avec et sans fragmentation 

Les r6sultats dans le tableau 15 ci-dessus montre que sans fragmentation, la moyenne des 
intensites obtenues est au meme niveau que le bruit de fond (500 rfu). Le marquage pendant la 
20 fragmentation donne un niveau d'intensit6 bien sup6rieur (environ 4000 rfu) et un trds bon 
pourcentage d'homologie. La combinaison des deux Stapes repr£sente done bien une 
amelioration significative pour la detection d'un acide nucl&que de longueur sup^rieure k cent 
(100) nucleotides. 



WO 02/090319 



PCT/FR02/01543 



91 



Exemple 20.2 : Effet de la denaturation avant hybridation sur puce a ADN : 

Deux reactions de marquage ont 6t6 realis^es en parallele dans deux tubes s6par6s selon le 
protocole suivant : A 10 \xL de PCR sont ajoutes 50 jjJL de tampon formiate de sodium pH 3 
5 (50 idM) et 2 nL de meta-bioPMDAM (lOOmM dans du DMSO). Le volume total est ajuste k 
100 |iL et incube 30 min k 60°C. 

Aprds purification sur colonne (exemple 17), la solution issue du premier tube est incub6e 10 
min a 95°C (afin de desapparier le double brin d'ADN), puis le tube est plong6 dans un 
melange eau-glace k 0°C jusqu'd. Thybridation sur la puce ADN. 
10 La solution issue du deuxi&ne tube est hybridSe sur la puce k ADN sans denaturation 
prealable. 

Les fragments biotinyles hybrides sur les sondes de capture a la surface de la puce & ADN sont 
reveles par l'introduction d'une streptavidine marquee par la phycoerythrine en utilisant les 
15 conditions d6crites dans Pexemple 17. 

Resultats 



Conditions utilisees 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B (rfu) 


I/B 


Avec denaturation 


>95 


22812 


570 


40,1 


Sans denaturation 


93,5 


4795 


681 


7,0 



20 Tableau 16 : Effet de la denaturation avant hybridation sur puce a ADN 

Les r£sultats obtenus, pr£sent6s dans le tableau 16, avec la denaturation pre-hybridation sont 
superieurs k ceux obtenus sans l'etape de denaturation. Ceci montre que la denaturation de 
l'ADN est necessaire pour obtenir un bon niveau d'intensite. La fragmentation via les sites 
25 abasiques est un moyen pour faciliter la denaturation d'un ADN double brin et renforcer 
Phybridation sur les sondes de captures. 
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Pour tester d'autres r6actifs de marquage et complte tenu des r6sultats obtenus avec les 
differentes conditions ci-dessus, nous avons d6fini un protocole de r6f£rence utilisant la 
fragmentation au tampon formiate de sodium (50 mM, pH 3) et un 6tape de d6naturation pr6- 
hybridation. 

5 

Exemple 21 : Marquage et fragmentation des amplicons PCR par les r^actifs biotinvles 
dans un protocole en une Stape : 

10 Les derives meta-, ortho-, et para-bioPMDAM ont 6t6 pr6par6s selon le protocole d6crit dans 
les exemples 1.1, 1.2 et 1 .3. lis ont 6t6 solubilis6s dans du DMSO anhydre k une concentration 
de 100 mM. 

Le protocole est identique k celui de Texemple 20.2 ci-dessus (marquage et fragmentation en 
une etape puis 6tape de d&iaturation pre-hybridation). 

15 

Resultats 



Marqueur 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B (rfu) 


I/B 


ortho-bidPMDAM 


>95 


25951 


820 


31,6 


weto-bioPMDAM 


>95 


22960 


581 


39,5 


j7ara-bioPMDAM 


94,1 


43785 


1205 


36,3 



Tableau 17 : Marquage et fragmentation des amplicons PCR par les reactife biotinyl6s 
20 dans un protocole en une 6tape 

Le protocole optimist avec fragmentation et marquage en une 6tape donne d'excellents 
resultats avec difKrents r6actifs de marquage avec la fonction reactive diazom&hyle, comme 
le montrent les r6sultats exposes dans le tableau 17. 

25 
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Excmple 22 : Marguage et fragmentation de PADN par le BioDPDAM : 

Les amplicons ADN ont ete prepares par amplification PCR selon le protocole d£crit dans 
Pexemple 5.1. 

5 La synthase du rSactif de marquage est d6crite dans 1'exemple 1 . 

Le protocole est identique k celui de Texemple 20.2, y compris la d6naturation k 95 °C avant 
P6tape d'hybridation. 

Resultats 

10 



Marqueur utilise 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


BioDPDAM 


93,0 


32359 


3610 


9,1 



Tableau 18 : Marquage et fragmentation de PADN par le BioDPDAM 



Ce r&ultat, d^crit dans le tableau 18, montre que des substitutions aussi importantes que le 
15 groupement ph6nyle peuvent etre utilisees pour optimiser la r6activit6 des reactifs de 
marquage portant une fonction diazomethyle. 

Exemple 23 : Marquage et fragmentation de PADN par la 5- 
20 (bromomethvnfluoresc6ine ; 

Les amplicons ADN ont ete pr6par6s par amplification PCR selon le protocole dScrit dans 
l'exempleS.l. 

A 10 \xL de PCR sont ajout6s 50 ^L de fonniate de sodium pH3 (100 mM) et 2 \xL de 5- 
25 (bromom6thyl)fluoresceine (Molecular probes, Eugen, OR) (100 mM dans du DMSO). Le 
volume est ajuste & 100 \xL. La solution est incub6e 30 min k 60°C. 
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Les conditions de purification sont conformes k celles de P exemple 17. Une 6tape de 
d&iaturation est effective comme d6crit dans 1' exemple 20.2. 

Les autres conditions d'hybridation et de lecture sont identiques k celles d6crites dans Particle 
de A. Troesch et al. J. Clin. Microbiol., 37(1), p 49-55 1999. La fluoresc&ne est directement 
5 detectable sur le lecteur. 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I (rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Marquage et fragmentation des 
amplicons PCR avec la 5-(bromo- 
methyl)fluoresceine 


>95 


855 


183 


4,7 



Tableau 19 : Marquage et fragmentation de P ADN par la 5-(bromom6thyl)fluoresc6ine_ 



10 Ce r6sultat du tableau 19 montre que la fragmentation de PADN par la creation de sites 
abasiques est tout a fait compatible avec un r6actif de marquage portant une fonction reactive 
halogenure d'alkyle, Ce protocole est realise en une 6tape (fragmentation et marquage), mais 
avec des intensity plus faibles qu'avec les marqueurs portant la fonction diazom&hyle. 

15 

Exemple 24 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN en presence (Pun autre 
agent chimique de fragmentation d6riv6 de la phenanthroline : 

Des amplicons ADN ont 6t6 prepares par amplification PCR selon le protocole d6crit dans 
20 P exemple 5.1. Deux types de conditions sont utilisees : 
Conditions a : 

A 10 jiL de PCR sont ajout6s 20 jxL de ph6nanthroline-FeS0 4 (25 mM) et 2 pL de meta- 
BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le volume total est ajust6 k 100 \xL. Le melange est 
incub6 60 min k 95°C. 
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Conditions b : 

A 10 |iL de PCR sont ajout6s 50 \xL de tampon formiate de sodium pH3 (100 mM dans eau 
pure) et 2 \xL de de meta-BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le volume total est ajustg k 
100 |xL. Le melange est incubS 60 min k 95°C. 

5 

Les autres conditions du protocole sont identiques a celles de 1'exemple 17. 



Conditions 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


Ph&ianthroline FeS0 4 (5 mM) 
mefc-bioPMDAM (2 mM) 
60 min a 95°C 


>95 1 


2236 


500 


4,5 


Tampon formiate (50mM) pH3 

meto-bioPMDAM (2 mM) 
60mina95°C 


>95 


6786 


565 


12,0 



Tableau 20 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN en presence de la ph6nanthroline 

10 

Les deux conditions de fragmentation pennettent un r6sultat satisfaisant comme d&nontre 
dans le tableau 20. 

Le meilleur resultat est obtenu avec les conditions (b) utilisant la fragmentation k pH acide. 

Exemple 25 : Fragmentation des amplicons PCR marques par incorporation de d-TJTP- 
fluorescflne : 

Incorporation du nucleotide marqu6 
20 Une amplification PCR a 6t6 r6alis6e selon le protocole suivant afin g6n6rer des amplicons 
PCR marqu6s par la fluoresc&ne (marquage sur les bases). 

A partir de cible ADN g6nomique Mycobacterium tuberculosis 16S (10* 4 copies) en utilisant 
le kit Fast Start de Roche, 0,2 mM des d6soxyribonucl&)tides d-ATP, d-CTP et d-GTP ainsi 
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que 0,14 mM de d-TTP et 0,06 mM de d-UTP- 12-fluoresceine, 0,3 |uM d'amorces et 0,4 |mL 
d'enzyme. Le pourcentage du nucleotide marqu6 par rapport k son homologue naturel d-UTP 
est de 30%. C'est ce rapport qui est g6n6ralement utilise dans les reactions de marquage des 
amplicons par incorporation de nucleotides marques. 
5 La d-UTP- 12-fluoresceine est disponible commercialement chez Roche Diagnostics reference 
1373242, Mannheim, Allemagne). 
Les param&res de la PCR sont ceux de l'exemple 5.1. 

a. Fragmentation des amplicons PCR marques a 30% par d-UTP-fluoresceine : 
10 A 10 |aLde PCR sont ajoutSs 50 \xL de tampon formiate de sodium pH 3 (50 mM). Le volume 
est ajuste k 100 [xL. La solution est ensuite incub6e 30 min a 60°C. 

b- Marquage pendant la fragmentation des amplicons PCR contenant 30% par d-UTP- 
fluoresceine : 

15 A 10 |*L de PCR sont ajoutes 50 |jL de tampon formiate de sodium pH 3 (50 mM) et 2 \xL de 
meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le volume est ajust6 100 juL. La solution est 
ensuite incubSe 30 min a 60°C. Cet essai correspond k un protocole de reference qui permet 
de comparer les differentes strategies de marquage en s'aflranchissant de la variability due a 
T6tape d'amplification. 

20 

Une 6tape de purification sur colonne et une 6tape de denaturation a 95°C sont effectuees dans 
tous les cas comme dans Pexemple 17. 

Protocole (al) : 

25 Les acides nucl6iques obtenus par fragmentation des amplicons marqu6s k la d-UTP- 
fluoresc&ne (conditions a)) sont hybrid6s sur puce k ADN et d6tect£s dans un premier temps 
par lecture directe des signaux fluorescents 6mis par la fluoresc6ine comme d6crit dans 
Pexemple 23. 
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Protocole (a2) : 

Une 6tape d'amplification du signal a 6t6 utilis6e pour am&iorer la sensibility de marquage. 
L' amplification du signal a et6 r6alis6e par rintroduction, lors de l'&ape d'hybridation, d'un 
anticorps anti-fluoresceine biotinyle (r&terence 216-065-084, Jackson ImmunoResearch) puis 
d'une streptavidine marquee par la phycodrythrine en utilisant les conditions successives 
suivantes : 

• 300 \xL d'eau pure, 

• 300 \xL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% , 2,4 
\aL de BSA (50 mg/mL), 1,2 |uL d'anticorps anti-fluoresc6ine biotinyte. (1 mg / mL), 

• 300 \xL d'eau pure, et 

• 300 \ih de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6 
jiL de BSA (50 mg/mL) ; 6 jxL de streptavidine-PE. (300 pig / mL). 

Dans ce protocole, la fluoresc6ine agit comme un haptdne (traceur detectable indirectement 
par un anticorps marqu6) et non pas comme un fluorophore. 

Protocole (b) : 

Les fragments biotinyles (condition b) hybrides sur puce a ADN sont r6v616s par 
T introduction d'une streptavidine marquee par la phycodrythrine en utilisant les conditions 
suivantes : 

• 300 piL d'eau pure, et 

• 300 |LiL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6 
piL de BSA (50 mg/mL) ; 6 |nL de streptavidine marquee. (300 fig / mL). 

La lecture de la fluorescence 6mise k la surface de la puce & ADN aprds marquage et 
hybridation ainsi que la g£n6ration des donn6es en termes d'intensitS du signal et du 
pourcentage d'homologie sont r6alis6s par les systdmes de lecture et le logiciel founds par 
Affymetrix. A ce propos, il est important de noter que le systeme de lecture utilise contient 
deux filtres permettant de d6tecter directement : 

• la fluoresc6ine dans le cas oil les amplicons sont marqu&s au d-UTP-fluoresc&ne 
uniquement, selon le protocole al, ou bien 
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• la phyco&ythrine dans le cas oil les amplicons sont marqu6s : 

- an d-UTP-fluoresc&ne avec amplification du signal, selon le protocole a2, ou 

- par le meta-bioPMDAM pendant leur fragmentation, selon le protocole b. 

Dans les deux cas oft la revelation s'effectue par la phyco6rythrine, l'utilisation d'un filtre 
5 permet de s'affianchir du signal g6n6r6 par la fluoresc&ne et c'est bien le signal de la 
phyco6rythrine qui est d&ect£. 



Resultats 



Protocole utilise 


Marqueur 
detecte 


Homologie 

(%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


a J. Fragmentation des amplicons PCR 
marques par la d-UTP-fluoresceine 


Flu* 


81,6 


595 


342 


1,7 


a2. Fragmentation des amplicons PCR 
marques par la d-UTP-fluoresceine avec 
amplification du signal 


PE* 


>95 


22107 


3461 


6,4 


b. Fragmentation et marquage sur les mimes 
amplicons PCR modifies par la d-UTP- 
fluoresceine et marques par la meta- 
BioPMDAM 


PE* 


>95 


21700 


1503 


14,4 



10 * Flu =Fluoresc6ine et PE = Phycoerytlirine 

Tableau 21 : Fragmentation des amplicons PCR marqu6s par incorporation d-UTP- 

fluoresc&ne 

15 Les resultats, du tableau 21 ci-dessus, montrent que la fragmentation chimique utilisant la 
cr6ation de site abasique est compatible avec le marquage en2ymatique des amplicons ADN et 
que le marquage peut avoir lieu avant la fragmentation. 

Les niveaux d'intensit6 ainsi que le pourcentage d'homologie obtenus avec ce protocole 
d'incorporation enzymatique du fluorophore sont faibles en comparaison de ceux obtenus 
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avec le marquage pendant la fragmentation utilisant le rSactif de marquage avec une fonction 
diazom&hyle comme le /weta-bioPMDAM (conditions (b)). 

Pour atteindre le niveau d'intensit6 obtenue avec le d6riv6 meta-bioPMDAM, une etape 
d'amplification du signal est n^cessaire (conditions a2). Ceci montre bien Pefficacite de la 
5 fonction reactive diazom6thyle par rapport h Pincorporation traditionnelle de base modiftee 
comme le d-UTP fluoresc6ine (protocole de reference (b)). 

Exemple 26 : Fragmentation de FADN double brin par sonication : 

10 

Des amplicons ADN ont ete obtenus en utilisant le protocole d6crit dans V exemple 5.1. Ces 
amplicons ont 6t6 fragmentes par sonication en pr6sence et en absence du marqueur. 

a. Marquage des amplicons PCR pendant la sonication : 
15 A 10 de reaction PCR sont ajoutes 2 pL de mete-BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le 
volume est ajust6 h 100 jxL par de l'eau pure le pH est ajustS & 6,5. Le melange est incube 30 
min a 60°C dans un bain d'une cuve h ultrasons (frequence 35 kHz, modele T460-H, 
Bioblock, France). 

20 b. Marquage pendant la fragmentation chimique des amplicons PCR (protocole de reference 
en une etape) : 

A 10 (iL de reaction PCR sont ajout6s 50 |iL de formiate de sodium pH 3 (50 mM) et 2 \\L de 
weta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le volume est ajust6 a 100 ^iL. La solution est 
incub6e 30 min h 60°C. 

25 

Les essais sont r6alis6s en duplicata afin de pouvoir analyser la fragmentation de PADN sur 
gel et l'efficacitS de marquage par hybridation et lecture de la puce k ADN comme d6crit 
pr6c6demment (exemple 17 sur la detection de la phyco6rythrine). 
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Analyse sur gel 

L' analyse a 6t6 effective sur gel d6naturant de polyacrylamide (8 % polyacrylamide, 7 M 
uree, 1 X TBE) utilisant coloration au bromure d'&hidium. 

L' analyse sur gel montre que les amplicons ADN sont fragments par sonication k 60°C. 

5 

R6sultats 



Conditions 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


a. Marquage pendant la fragmentation 
par sonication 


93,8 


2271 


631 


3,6 


b. Marquage pendant la fragmentation 
chimique (conditions de reference) 


>95 


19639 


1459 


13,5 



Tableau 22 : Fragmentation de V ADN double brin par sonication 

10 

Les r£sultats de marquage du tableau 10 pendant la sonication (conditions a) sont 
satisfaisants. Ceci montre que la fragmentation physique par sonication des cibles ADN est 
compatible avec la chimie de marquage par des reactifs de marquage portant une fonction 
diazom&hyle. 

15 Les faibles r6sultats de marquage dans ce cas sont certainement dus au fait que le marqueur se 
d6grade sous l'effet des ultrasons. Les r6sultats avec la fragmentation par creation de site 
abasique par action du pH acide sont meilleurs. 

20 Exemple 27 : Marquage, fragmentation et d^naturation de FADN en tine 6tape : 

Les amplicons ADN ont 6t6 pr6par6s par amplification PCR selon le protocole dScrit dans 
1' exemple 5.1. 

Deux factions de marquage ont 6t6 r6alis6es : 

25 
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a. Marquage. fragmentation et denaturation a 95°C en une seule etave : 

A 10 yL de PCR sont ajout6s 50 \\L de tampon formiate de sodium pH3 (50 mM) et 2 |xL du 
marqueur meta-BioPMDAM (lOOmM dans du DMSO anhydre). Le volume final est ajuste k 
100 jxL. La solution est ensuite incub6e 30 min k 95°C. Dans ce cas, le melange reactionnel a 
5 6te hybrid^ sur puce k ADN sans aucune purification pr&dable. 

b, Marquage et fragmentation a 60°C: 

• A 10 |xL de PCR sont ajout6s 50 \xL de tampon formiate de sodium pH3 (50 mM) et 2 jxL du 
marqueur /nefa-Bio-DPDAM (3d) (lOOmM dans du DMSO anhydre). Le volume final est 
10 ajuste k 100 |aL. La solution est ensuite incub6e 30 min k 60°C. Le melange reactionnel a 6t6 
ensuite purifi6 selon le protocole decrit auparavant. Dans ce protocole et avant hybridation sur 
puce k ADN, les fragments ont 6te denatures selon le protocole d6crit dans l'exemple 20.2. 

R6sultats 

15 



Protocole utilise' 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B (rfu) 


I/B 


a. Marquage, fragmentation et 
denaturation a 95°C 


>95 


5426 


506 


10,7 


b. Marquage et fragmentation a 
60°Cpuis denaturation a 95°C 


>95 


7015 


818 


6,8 



Tableau 23 : Marquage, fragmentation et denaturation de P ADN en une 6tape 



L'exemple 20.2 a d&nontr6 P importance de la denaturation de PADN double brin pour la 
20 sensibility de detection. Ces r6sultats du tableau 23 montrent qu'avec Papproche 
fragmentation par creation de site abasique, le marquage, la fragmentation et la denaturation 
de PADN peuvent Stre r6alisees en une seule etape, ce qui repr£sente une amelioration notable 
du point de vue de la simplicity et du temps pour Putilisateur et cela sans affecter la sensibilite 
de detection. 



25 
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Exemple 28 : Synthase du gara-Bio-EG3-PDAM : 




5 



10 



• Protection du 4-carboxvlbenzald6hvde : 

Le 4-carboxybenzaldehyde est commercial. On le dissout (3 g ; 20 mmol) dans une solution 
de chlorure de trim&hylsilyle (10 g ; 92 mmol) dans 100 mL de MeOH. Le melange est laiss6 



WO 02/090319 



103 



PCT/FR02/01543 



sous agitation pendant 40 h h temperature ambiante. Aprds Evaporation, un solide blanc 
correspondant au 4-m6thoxycarbonylbenzald6hyde 24 est isote, caract6ris6 par RMN et utilise 
tel quel pour la reaction suivante. 

5 RMN *H (200MHz, CDC1 3 ) 5 =10,07 (s, 1H, -CHO) ; 8,17 (d, 2H, 7=8 Hz, Ar-H 2>6 ) ; 7,92 
(d, 2H, J « 8 Hz, Ar-H 3>5 ) ; 3,93 (s, 3H, CO-0-CH 3 ). 

• Protection du 4'-m6tb.oxvcarbonvlbenzald6hvde : 

10 Le 4-m6thoxycarbonylbenzald6hyde (3,35 g; 20 mmol) est mis en solution avec de 
Porthoformiate de trim&hyle (4,8 g ; 40 mmol) en presence de Dowex 50WX8-100 (1 g), Le 
melange est chauffS k reflux pendant 2 h, puis filtre et evapor6. Aprds un essai de 
recristallisation, une analyse par RMN montre que la r6action n'est pas complete et celle-ci est 
relanc6e dans 30 mL de MeOH, 30 mL de CH(OMe) 3 et 1 g de Dowex 50WX8-100 a 

15 temperature ambiante. On r6alise une filtration puis une Evaporation, afin d'obtenir 3,55 g 
(16,89 mmol, 84 %) de produit 25. 

RMN *H (200MHz, CDCI3) 5 = 8,01 (d, 2H, 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,50 (d, 2H, J« 8 Hz, Ar- 
H 3>5 ) ; 5,41 (s, 1H, CH) ; 3,93 (s, 3H, -CO-0-CH 3 ) ; 3,29 (s, 6H, -0-CH 3 ). 

20 

• Compos6 26 : 

On solubilise le compost 25 (3,1 g ; 14,8 mmol) dans 16 mL (73 mmol) de 4,7,10-Trioxa- 
l,13-trid6canediamine. La solution obtenue est chauffSe & 140-150°C pendant 2 h. Le melange 
25 est ensuite dissous dans 100 mL de DCM (dichloromethane ou CH2CI2) et lav6 6 fois avec 10 
mL d'eau. La phase organique est s6ch6e avec Mg SO4 puis 6vapor6e jusqu'i Pobtention 
d'une huile. Cette huile est lav6e avec du pentane 3 fois de suite par d6cantation, puis une 
nouvelle extraction avec DCM et H2O est r6alis6e. Apr&s sSchage sur MgS04 et Evaporation, 
le produit 26 est isol6 avec un rendement de 63 % (9,27 mmol). 

30 
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RMN *H (200MHz 5 CDC1 3 ) 8 = 7,78 (d, 2H, 7 = 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,46 (d, 2H, 8 Hz, Ar- 
H 3 , 5 ) ; 5,39 (s, 1H, CH) ; 3,62-3,47 (m s 14H, H m o\iv et H 5 », ir et H 3 >) ; 3,29 (s, 6H, -O- 
CH 3 ) ; 2,72 (m, 2H, H 15 0 1,87 (m, 2H, H4O ; 1,64 (m, 2H, H 14 >) ; 1,30 (s large, 2H, NH 2 ). 

5 • Compose biotinvte 27 : 

La biotine (500 mg ; 2,05 mmol) est mise en suspension dans 10 mL de DMF puis 365 mg 
(2,25 mmol) de CDI sont ajout£s. Cette solution est laiss6e sous agitation pendant 30 min k 
temperature ambiante. Le compost 26 (900 mg ; 2,26 mmol) est dissous dans 1 mL de DMF, 

10 puis ajoutS petit k petit k la solution prec&Iente. Le melange ainsi obtenu est laiss6 sous 
agitation pendant 1 h k temperature ambiante. Apr&s Evaporation, une purification sur colonne 
par chromatographie-flash (colonne de 20 mm de diam&re) est r6alisee avec 250 mL de 
MeOH-DCM 6 %, puis avec 200 mL de MeOH-DCM 7 % et enfin 200 mL de MeOH-DCM 8 
%. Les fractions correspondant au produit 27 sont rassembl£es puis 6vapor6es k sec pour 

15 donner 1 ,00 g d'huile avec un rendement estimS k 50 %. 

RMN l H (200MHz, CDC1 3 ) 5 = 9,50 (s large, 1H, NH imi dazoie) ; 7,80 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar- 
H 2 , 6 ) ; 7,64 (s, 1H, Hiaudazoie) ; 7,46 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H 3 ^ et 1H, NH 2 >) ; 7,05 (s, 2H, 
H imidazo ie) ; 6,76 (t, 1H, NH 16 >) , 6,20 (s large, 1H, NHbi) ; 5,44 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 5,37 (s, 
20 1H, CH) ; 4,42 (m, 1H, H B6a ) ; 4,24 (m, 1H, H B3a ) ; 3,59-3,44 (m, 14H, H 7 > |8 M0Mr et H 5 > A y et 
H 3 .) ; 3,29 (m, 8H, Hi 5 > et 2-0-CH 3 ) ;3,07 (m, 1H, Hb4) ; 2,84 et 2,66 (systeme ABX, 2H, 
2 Jab= 5 Hz, Vax - 12 Hz, V BX = 0 Hz, Hb6) ; 2,13 (t, 2H, J= 8 Hz, H B io) ;1,85 (m, 2H, H4O ; 
1,66 (m, 2H, HuO ; 1,40-1,37 (m, 6H, H B7 ,b8,b9). 

25 • Compos6 ald6hvdique 28 : 

L'ac6tal 27 est dissous dans 50 mL de chloroforme, puis 20 mL de HC1 2N sont ajout6s . Le 
melange diphasique est vigoureusement agit6 pendant 15 min. On r6cup£re la phase orgartique 
qu'on sdche sur NaHC0 3 anhydre. On filtre, on 6vapore et le compos6 28 est obtenu sous 
30 forme d'une pate (495 mg ; 0,855 mmol) avec un rendement global de 42 % k partir de la 
biotine. 
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RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 5 = 10,05 (s, 1H, CHO) ; 7,98 (d, 2H, 7= 8 Hz, Ar-H 2>6 ) ; 7,92 (d, 
2H, J = 8 Hz, Ar-H 3 , 5 ) ; 7,58 (t, 1H, NH 2 >) ; 6,46 (t, 1H,NH 16 0 , 6,02 (s large, 1H, NHbi) ; 
5,19 (s large, 1H, NHr 3 ) ; 4,46 (m, 1H, H B6a ) ; 4,27 (m, 1H, H B3a ) ; 3,66-3,56 (m, 10H, H r . 
5 8Mv.il- et H 5 0 ; 3,50-3,29 (m, 4H, H 3 >,i 3 0 ; 3,28 (m, 2H, H, 5 >) ; 2,95 (m, 1H, H^) ; 2,84 et 
2,71 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 3 J B x = 0 Hz, H B6 ) ; 2,15 (t, 2H, 8 Hz, 
H B io) ;1,89 (m, 2H, H4O ; 1,72-1,63 (m, 6H, H 14 >, H B7 , B9> ; 1, 23 (m, 2H, H B8 ). 

• Compost hvdrazone 29 : 

10 

L'ald6hyde 28 (495 mg ; 0,855 mmol) est dissous dans 10 mL d'&hanol absolu. L'hydrazine 
(350 |liL ; 7,20 mmol) est ajoutSe, puis le melange r^actionnel est chaufifS k reflux pendant 1 h. 
L'huile obtenue aprds Evaporation est dissoute dans EtOH abs, pour §tre de nouveau evapor6e. 
On obtient alors une mousse qu'on triture au pentane. La pate correspondant au produit 29 
15 (51 1 mg ; 0,862 mmol) est obtenue avec un rendement de 100 %. 

RMN l H (300MHz, CDC1 3 ) 5 - 7,76 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,72 (s, 1H, CH) ; 7,56 (d, 
2H, J = 8 Hz, Ar-H 3 , 5 ) ; 7,34 (t, 1H, NH 2 >) ; 6,45 (t, 1H,NH 16 >) , 5,98 (s large, 1H, NHbi) ; 
5,78 (s large, 2H, NH 2 ) ; 5,18 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 4,44 (m, 1H, H B6a ) ; 4,26 (m, 1H, H B3a ) ; 
20 3,62-3,56 (m, 10H, H r , smomt et HsO ; 3,48-3,45 (m, 4H, HsmsO ; 3,27 (m, 2H, H 15 0 ; 3,07 
(m, 1H, Hb4) ; 2,84 et 2,68 (systdme ABX, 2H, 2 Ab= 5 Hz, 3 Jax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, H B6 ) ; 
2,11 (t, 2H, /= 8 Hz, Hbio) ;1,86 (m, 2H, H4O ; 1,72-1,59 (m, 6H, H M ., H B7 , B9 ) ; 1, 21 (m, 
2H, H B8 ). 

25 • Compost diazo 30 : 

On solubilise l'hydrazone 29 (357 mg ; 0,602 mmol) dans 17,5 mL de DMF. On ajoute alors 
Mn0 2 (700 mg ; 7,7 mmol). Aprds 12 min d'agitation k temperature ambiante, le melange est 
filtr6 sur millipore contenant de la c61ite (6paisseur : 2 cm) et du tamis moteculaire en poudre 
30 3 A (0,5 cm), Le melange r6actionnel est 6vapor6 k sec. L'huile r6siduelle obtenue est lav6e k 
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l'6ther, trois fois de suite. Le compos6 30 (290 mg, 0,491 mmol) est obtenu sous forme d'un 
solide 16g6rement rose avec un rendement de 82 %. 

RMN *H (300MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 8,28 (t, 1H, NH 2 >) ; 7,77 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,74 
5 (t, 1H, NHieO ; 7,00 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H 3 , 5 ) ; 6,38 (s large, 1H, NHbi) ; 6,32 (s large, 1H, 
NHbs) ; 5,80 (s, 1H, CH-N 2 ) ; 4,27 (m, 1H, H B6a ) ; 4,11 (m, 1H, H B3a ) ; 3,51-3,44 (m, 10H, 
Hr.s\ i<r, iv et H 5 >) ; 3,37 (m, 2H, H 15 >) ; 3,32 (m, 4H, H 3 >,i 3 0 ; 3,05 (m, 1H, H B4 ) ; 2,79 et 2,58 
(systdme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,02 (t, 2H, J = 8 Hz, 
Hbio) ;1,69 (m, 2H, ttr) ; 1,59-1,48 (m, 6H, H M ., H B7 , B9 ) ; 1, 25 (m, 2H, H B8 ). 

10 

La rSactivite du compose 30 a 6te testae sur 3 -Uridine-monophosphate et suivie par 
electrophor&se capillaire. Les conditions d'analyse sont celles de l'exemple 6.1. Les resultats 
montrent un temps de demi reaction de 45 minutes. 

Le reactif est stable a -20°C pendant au moins 1 mois. 

15 

Excmplc 29 ; Marquage et fragmentation des amplicons d'ADN avec le reactif de 
marquage z7ara-Bio-EG3-PDAM : 

20 Les int6rets principaux de ce genre de molecules, c f est-&-dire de d6riv6s de PDAM portant un 
bras de liaison & base de polyethylene glycol, sont de permettre l'eloignement de la fonction 
diazo par rapport a la biotine, et d'augmenter la solubilite et, au final, la rSactivite de ces 
molecules. 

25 Le derive j?ara-Bio-EG3-PDAM 30 a 6t€ obtenu selon le schema r&tctionnel ddcrit dans 
l'exemple 28. Les amplicons ADN ont 6t6 pr6par6s par amplification PCR selon le protocole 
d6crit dans l'exemple 5.1. Deux reactions de marquage ont 6t6 r6alis6es. 
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a. Marquage par le r6actif para-Bio-EG3-PDAM : 

A 10 \iL de PGR sont ajoutes 10 \iL de /?ara-Bio-EG3-PDAM (100 xnM dans du DMSO) et 
77 [iL d'eau Dnase/Rnase free. La solution est homogene et ne presente pas de pr6cipit6s. 
5 Cette solution est incub6e 10 min k 95°C, puis 3 \iL d'HCl k 0,1 M sont ajoutes et la solution 
est incubte 10 min k 95°C. 

Le reste du protocole est identique k celui de Texemple 8. 

b. Marquage par le r6actif /ngta-BioPMDAM : 

A 10 |iL de PCR sont ajoutes 10 \ih de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 77 ^L 
d'eau Dnase/Rnase free. La synthase de ce produit est 6voqu6 dans l'exemple 1 . 1 . La solution 
pr6sente un 16ger prScipite. Cette solution est incubSe 10 min k 95°C. Puis 3 jiL d'HCl 0,1 M 
sont ajoutes et la solution est incubee 10 min k 95°C. 
Le reste du protocole est identique k celui de l'exemple 8. 



R6sultats : 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


a. Marquage par le reactif 
para-Bio-EG3-PDAM 


> 95% 


15151 


621 


24,4 


b. Marquage par le reactif 
meto-BioPMDAM 


> 95% 


11226 


515 


21,8 



20 Tableau 24 : Etude comparative du marquage et de la fragmentation d'amplicons d'ADN avec 

le /?ara-Bio-EG3 -PDAM et le wete-BioPMDAM 

Les intensity de signal obtenues dans ce tableau 24 sont tr&s satisfaisantes et le pourcentage 
d'homologie est 61ev6. Ce r6sultat montre que l'introduction d'un bras polyethylene glycol sur 
25 la molecule de marquage diazo permet d'augmenter la solubility en phase aqueuse du r6actif. 
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Le test est done homogdne. De plus, Taugmentation de la solubility permet d'augmenter la 
r6activit6 du marqueur. 

Exemple 30 : Synthase d'autres derives PDAM comportant un bras de liaison a base de 
polyethylene glycol ; 

Exemple 30.1 : Synthase du m#a-Bio-EG3-PMDAM : 

Schema de synthase 
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m*ta-Bio-EG3-PMDAM 71 

Compost 68 : 
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On solubilise la 3-aminoacetophenone (14,5 g, 107 mmol) dans 50 ml de DMF anhydre. On 
ajoute l'anhydride succinique (10,7 g, 107 mmol) et on laisse sous agitation, sous argon et a 
temperature ambiante. Apr&s 6 h, la solution est concentree sous vide et 50 ml de methanol 
5 sont ajoutes. Le pr6cipit6 obtenu est filtr6 et lave avec methanol et 6ther. On obtient ainsi 19,4 
g (81 %) de produit 68 sous forme d'une poudre de couleur blanc cass6. 

RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ): d = 2,5-2,6 (m, 7H); 7,45 (t, 1H); 7,64 (d, 1H); 7,83 (d, 1H); 
8,19 (s, 1H); 10,16 (s, 1H); 12,12 (s, 1H). 

10 Compose 69 : 

On solubilise 5,07 g (22 mmol) du compos6 68 dans 10 ml de DMF anhydre, sous argon. On 
met sur glace et on ajoute 5,00 g (32 mmol) de carbonyldiimidazole. Apres 20 min, on ajoute 
lentement 20 ml (94,6 mmol) du 4, 7, 10-trioxatridecanediamine (EG 3 ). Apres 3h de reaction 

15 a temperature ambiante, on Svapore le DMF et reprend le residu dans 100 ml de CH2CL2. On 
fait des extractions avec du NaHC03 satur6 et H2O, apres quoi la phase organique est sechee 
avec duNa2S04 anhydre et le solvant 6vapore. On obtient ainsi 4,34 g (46%) du produit 69. 
RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ): d = 1,59 (m, 2H); 1,87 (m, 2H); 2,16 (s, 3H); 2,40 (m, 2H); 
2,55 (m, 2H); 3,08 (m, 2H); 3,45 (m, 16H); 7,30 (t, 1H); 7,42 (d, 1H); 7,70 (d, 1H); 7,83 (t, 

20 1H); 7,97 (s, 1H); 10,00 (s, 1H). 

Compose biotinvte 70 : 

On solubilise la D-biotine (1,0 g, 4,1 mmol) dans 10 ml de DMF anhydre, sous argon. On 
25 refroidit sur glace et on ajoute le carbonyldiimidazole (CDI) (0,665 g, 4,1 mmol) dans 10 ml 
de DMF anhydre. Aprds 15 min, on ajoute le compost 69 (1,8 g, 4,1 mmol) dans 2 ml de 
DMF anhydre. On laisse rSagir 3 h h 35°C, puis on 6vapore le DMF et on reprend dans 100ml 
de CH2CL2. On fait des extractions avec du NaHCOs satur6 et H 2 0, apr&s quoi la phase 
organique est s6ch6e avec du Na 2 S04 anhydre et le solvant 6vapor6. La caract&isation par 
30 RMN du produit ainsi obtenu montre qu'on obtient un melange du produit 70 et du EG3 libre. 
Une autre 6tape de purification ets effectu6e avant de continuer la synthase. 
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Le compost final, meta-Bio-EG3-PMDAM, est obtenu aprds deux etapes de synthase selon le 
schema d6crit dans l'exemple 1. 

L'interet de cette synthese est double. D'une part, on obtient le produit 69 en seulement deux 
Stapes; ce produit peut Stre utilise comme pr6curseur du diazo avec la possibility d'y accrocher 
des molecules d6tectables de nature diffSrente, gr&ce au groupement amine terminal. Ce 
groupement permet aussi de greffer le compos6 69 sur des supports solides, avec Tobjectif 
d'immobiliser des acides nucl6iques. D'une autre part, le compost 71 possdde le meme centre 
rSactif que la /w&a-Bio-PMDAM (notre molecule de reference), ce qui facilite Panalyse des 
avantages ltes h Tinclusion du bras &hyteneglycol (EG 3 ). 

Le r6actif est stable k -20°C pendant au moins 1 mois. 

Exemple 30.2 : Synthese du me7a-Bio-EG4-PMDAM : 

Schema de synthase : 
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Ethylene glycol, APTS 
^ 



N0 2 

3-nitro-acetoph6none 



Toluene 




0-(CH 2 -CH 2 -0-CH 2 -CH 2 -OH) 2 , NaH, THF^ Bf ^V 
purification 



NH 



HO. 




TsCl, pyridine r^u 
purification 




Phtalimide , DBU 
purification 




19 



1) Biotine, CDI, DMF 
purification 

2) De>rotection : HC1 2N n^O 




1) NH 2 -NH 2 EtOH abs 

2) MnQ 2 , DMF 




15 
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• Protection de la 3-nitro-acetophenone 13 : 

On dissout 33 g (0,20 mol) de 3-nitro-acetophenone dans 400 mL de toluene, puis on ajoute 
40 mL (0,717 mol) d'ethylene glycol et 600 mg (3,15 mmol) d'acide j^ara-tolufene sulfonique 
5 (APTS). On monte un systeme Dean Stark. On chauffe la solution pendant 3 h k 130°C. Aprds 
avoir laisse la solution revenir a temperature ambiante, on ajoute 400 mL d'ac6tate d'ethyle, 
puis on lave celle-ci avec 8 mL d'une solution de NaHCOs satur6e. On seche la phase 
organique sur MgS04. Aprds Evaporation, on obtient un solide jaune pale 13 (39,72 g ; 0,190 
mol) avec un rendement de 95 %. 

10 

RMN X H (200MHz, CDC1 3 ) 5 =7,11 (t, 1H, J= 8 Hz, Ar-H) ; 6,87-6,78 (m, 2H, Ar-H) ; 6,59 
(dd, 1H, /= 6,5 Hz, Ar-H) ; 4,00 (m, 2H, H*C a c*aie) ; 3,79 (m, 2H, H2C ac6ta ,e) ; 1,61 (s, 3H, 
CH 3 ). 

15 • Preparation de T amine 14 : 

Le compost 13 (39,7 g ; 0,190 mol) est dissous dans 500 mL d'EtOH, puis 1 g de palladium 
sur charbon 10 % est ajoute. On chauffe pour tout dissoudre, puis on laisse la solution revenir 
k temperature ambiante. Aprds avoir fait le vide et mis la solution sous H2, on laisse sous forte 
20 agitation pendant 5 h. La solution est ensuite filtr£e a chaud puis 6vaporee. Le produit 14 est 
lav6 au pentane, et isoie sous forme d'un solide (34 g ; 0,189 mol) avec un rendement de 99 
%. 

RMN l H (200MHz, CDCI3) 5 =7,14 (t, 1H, J= 8 Hz, Ar-H) ; 6,85 (m, 2H, 7= 7,5 Hz, Ar-H) ; 
25 6,79 (s, 1H, Ar-H) ; 6,59 (dd, 1H, J= 6,5 Hz, Ar-H) ; 4,00 (m, 2H, ^C^taie) ; 3,77 (m, 2H, 
HaCacaaie) ; 1,61 (s, 3H, CH 3 ). 

• Compose brome 15 : 

30 L'amine 14 (12,3 g ; 68,7 mmol) et la triethylamine (7 g ; 69 mmol) sont mises en solution 
dans 150 mL de DCM sous argon. On ajoute k -5 °C au goutte-i-goutte une solution de 13,8 g 
(60 mmol) de bromure de bromoacetyle dissous dans 150 mL de DCM. A la fin de Paddition, 
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on ajoute 100 mL de NaHCOs aqueux 1 N. On lave la phase organique deux fois de suite avec 
NaHCOa aqueux et on sdche sur MgS0 4 . Aprds Evaporation k sec, 22,6 g dliuile marron est 
obtenue correspondant au compost 15 et utilisSe telle quelle pour la reaction suivante. 

5 RMN X H (200MHz, CDC1 3 ) 8 « 8,29 (s large, 1H, NH) ; 7,62 (dt, 1H 4 , /= 5 Hz, Ar-H) ; 7,47 
(s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,38-7,19 (m, 2H, Ar-H 5 , 6 ) ; 4,00 (m, 2H, Br-CHb) ; 3,75 (m, 4H, IfcC- 
H2C ac6ta ie) ; 1,61 (s, 3H,CH 3 ). 

• Compost alcool 16 : 

10 

L'hydrure de sodium (3,3 g ; 82,5 mmol) est lave trois fois avec du pentane puis mis en 
suspension dans 150 mL de THF, le t6tra Ethylene glycol (50 mL ; 0,29 mol) est alors ajoute k 
temperature ambiante. On laisse la reaction sous agitation pendant 15 min, puis on refroidit la 
solution k -5°C. 

15 L'ajout du compost 15 prEalablement dilu6 dans 25 mL de THF se fait au goutte-a-goutte. On 
laisse sous agitation pendant 30 min pour laisser revenir k temperature ambiante. On 
concentre la solution a 100 mL, puis on dilue celle-ci avec 500 mL de CHC1 3 . On lave trois 
fois de suite cette phase organique avec 250 mL de NaHC0 3 aqueux 1 N, puis on la s6che sur 
MgS04 avant de TEvaporer. On purifie le produit sur colonne de silice par chromatographie- 

20 flash (colonne de 65 mm de diamdtre) avec 1,5 L de MeOH-DCM 5 %, puis avec 500 mL de 
MeOH-DCM 7 %, et enfin 500 mL de MeOH-DCM 10 %. Les fractions correspondant au 
compose 16 sont rassembtees, puis evapor6es a sec pour donner 17,4 g (42,1 mmol) de 
produit, avec un rendement de 61 %. 

25 RMN *H (200MHz, CDC1 3 ) 8 = 8,86 (s large, 1H, NH) ; 7,71 (d, 1H, J= 7,5 Hz, Ar-EU) ; 7,51 
(s, 1H, Ar-H 2 ); 7,29-7,24 (m, 2H, Ar-H 5 , 6 ); 4,09 (m, 2H, CO-CH2-O) ; 3,99 (m, 2H, 
HzCacdtaie) \ 3,72-3,53 (m, 20H, O-CH2-CH2-O, HaCac&aie et HO-CHb) ; 1,61 (s, 3H, CH 3 ). 

• Comt>os6 tosvlate 17 : 

30 

L' alcool 16 (4,13 g ;10,0 mmol) est mis en solution dans 5 mL de pyridine. On ajoute ensuite 
2,0 g (10,5 mmol) de chlorure de tosyle k temperature ambiante. On met sous agitation sous 
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argon pendant 10 h. On dilue avec 100 mL de DCM, on lave trois fois la phase organique avec 
20 mL de NaHC03 aqueux 1 N, puis on la sdche sur MgS04 avant de la co-6vaporer avec du 
toludne. Une purification sur colonne par chromatographie-flash (colonne de 50 mm de 
diam&re) est r6alis6e avec 500 mL de MeOH-DCM 2 %, puis 500 mL de MeOH-DCM 3 %, 
5 et enfin 500. mL de MeOH-DCM 4%. Les fractions correspondant au produit 17 sont 
rassembtees puis evapor6es k sec pour donner 3,68 g (6,48 mmol) d'huile avec un rendement 
estim6i65%. 

RMN J H (300MHz, CDC1 3 ) 5 = 8,86 (s large, 1H, NH) ; 7,76 (d, 4H, J= 5,5 Hz, Ar-Htosyi) ; 
10 7,60 (d, 1H, J= 7,5 Hz, Ar-R,) ; 7,50 (s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,32-7,22 (m, 2H, Ar-H 5> 6) ; 4,10 (m, 
2H, CO-CH2-O) ; 4,00 (m, 2H,'H 2 C a ^ ale ) ; 3,73-3,54 (m, 20H, O-CHa-CHb-O, H2C acdt aic et 
HO-CH2) ; 2,42 (s, 3H, Ar-CH 3 ) ; 1,61 (s, 3H, CH 3 ). 

• Compose phtalimide 18 : 

15 

On met le tosylate 17 (3,68 g ; 6,48 mmol) en solution avec 1,52 g (10,0 mmol) de DBU (1,8- 
diazobicyclo-[5.4.0]-undec6ne) puis on ajoute le phtalimide (1,47 g; 10 mmol). La solution 
ainsi obtenue est chauffee a 85-90°C pendant 17 h puis 6vapor6e. On purifie le produit sur 
colonne de silice par chromatographie-flash (colonne de 50 mm de diametre) avec 1 L 
20 d'ac&one-DCM 15 %, puis avec 1 L d'acetone-DCM 20 %. Les fractions correspondant au 
compos6 18 sont rassemblSes, puis 6vapor6es a sec pour donner 3,15 g (5,8 mmol) de produit, 
avec un rendement de 90 %. 

RMN *H (200MHz, CDC1 3 ) 8 = 8,73 (s large, 1H, NH) ; 7,79 (m, 2H, Ar-H pht a) ; 7,99 (m, 2H, 
25 Ar-Hphta et Ar-Hj) ; 7,49 (s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,27-7,18 (m, 2H, Ar-H 5 , 6 ) ; 4,10 (m, 2H, CO-CH2- 
O) ; 4,00 (m, 2H, HzCa^taic) ; 3,69-3,56 (m, 20H, O-CH2-CH2-O, IjbCacfcaie et N pht a-CH2) ; 1,61 
(s, 3H, CH 3 ). 
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• Compose amine 19 : 

Le produit 18 est dissous dans 20 mL d'EtOH absolu en chauffant a reflux a 75-80°C. 
L'hydrazine (1,07 mL ; 22,1 mmol) est ensuite ajoutSe, et la reaction est laiss6e sous agitation 
5 pendant 1 h 15. Le pr6cipit6 obtenu est filtr6 sur fiitte et la phase 6thanolique 6vapor6e. Le 
pr6cipit6 blanc est ensuite lave au DCM, et la phase DCM est evapor6e. L'huile jaune obtenue 
(2,3 g ; 5,57 mmol) est directement utilis6e pour la reaction suivante, meme si elle contient de 
Pimidazole qui pourra 6tre ^limine par la suite, lors de P&ape de deprotection de Pac6tal. 

10 RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 8 - 8,83 (s large, 1H, NH) ; 7,69 (d, 1H, J= 7,5 Hz, Ar-H*) ; 7,51 
(s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,30-7,19 (m, 2H, Ar~H 5 ,6) ; 4,10 (m, 2H, CO-CH2-O) ; 4,00 (m, 2H, 
EbCacataie) ; 3,69-3,56 (m, 20H, O-CH2-CH2-O, ifcCacaale et H2N-CH2) ; 1,61 (s, 3H, CH 3 ). 

• Compose biotinvte 20 : 

15 

On solubilise la D-Biotine (1,05 g ; 4,32 mmol) dans 10 mL de DMF anhydre. On ajoute sous 
argon 790 mg (4,87 mmol) de carbonyle diimidazole (CDI). Aprds 10 min d' agitation, on 
ajoute F amine 19 diluee dans 5 mL de DMF. La solution est laissee 40 iiiin sous agitation, 
puis 6vapor6e avant d'Stre purifiSe sur colonne par chromatographie-flash. 
20 Pour ceci on utilise une colonne de 50 mm de diametre avec comme eluant 500 mL de 
MeOH-DCM 5 %, puis 500 mL de MeOH-DCM 10 %, et enfin 500 mL de MeOH-DCM 
15 %. Les fractions correspondant au produit 20 sont rassemblees puis 6vapor6es k sec pour 
donner une huile jaune (1,66 g ; 2,6 mmol). 

L'huile jaune obtenue (2,4 g) contenant d'apres le spectre RMN environ 30 % en poids 
25 d' imidazole. On en d6duit done que le rendement de la reaction aboutissant au produit 20 est 
d* environ 60 % par rapport k la biotine de depart. 

RMN l H (300MHz, CDC1 3 ) 6 - 8,80 (s large, 1H, NH) ; 7,66 (m, 3H, Ar-R, et H imi dazoie) ; 
7,54 (s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,28-7,24 (m, 2H, Ar-H 5 , 6 ) ; 7,07 (s, 2H, Hi„u dazo ie), 6,59 (t, 1H, NHi 5 >) ; 
30 6,06 (s large, 1H, NHbi) ; 5,19 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 4,45 (m, 1H, H B6a ) ; 4,27 (m, 1H, H B3 a) ; 
4,10 (s, 2H, H 3 «) ; 4,00 (m, 2H, HaCacdtaie) ; 3,75-3,49 (m, 18H, O-CIfc-CHa-O et ikCacaaie,) ; 
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3,36 (m, 2H, H 14 >) ; 3,09 (m, 1H, H B4 ) ; 2,85 et 2,66 (syst&ne ABX, 2H, 2 /ab= 5 Hz, Vax - 12 
Hz, V BX - 0 Hz, H B6 ) ; 2,16 (t, 2H, J= 8 Hz, H B io) ; 1,61 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,59-1,3 (m, 6H, H B9> 

B8, B7)- 

5 • Compost c&one 21 : 

L'ac6tal 20 est dissous dans 80 mL de chloroforme, puis 30 mL de HC1 2 N sont ajout6s. On 
laisse sous forte agitation pendant 45 min. La phase organique est r6cup6r6e puis s6ch6e sur 
NaHCOs anhydre. Apres filtration, la solution est 6vapor6e et l'huile obtenue est lav6e au 
10 pentane pour donner le produit 21 (1,48 g ; 2,48 mmol) avec un rendement de 99 %. 

RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 8 = 8,99 (s large, 1H, NH) ; 8,07 (s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,98 (d, 2H, J = 
8 Hz, Ar-HU) ; 7,66 (d, 2H, J - 8 Hz, Ar-H 6 ) ; 7,42 (t, 2H, 7=8 Hz, Ar-H 5 ) ; 6,38 (t, 
1H, NH15O ; 5,78 (s large, 1H, NHbi) ; 4,96 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 4,47 (m, 1H, H B6a ) ; 4,29 (m, 
15 1H, H B 3a) ; 4,13 (s, 2H, H 3 0 ; 3,76-3,37 (m, 16H, O-CH2-CH2-O) ; 3,32 (m, 2H, U w ) \ 3,11 
(m, 1H, H B4 ) ; 2,89 et 2,75 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax - 12 Hz, 3 J BX = 0 Hz, H B6 ) ; 
2,59 (s, 3H, CH 3 ) ; 2,16 (t, 2H, J= 8 Hz, H Bl0 ) ; 1,64-1,40 (m, 6H, H B9 , B8 , b?). 

• Compost hvdrazone 22 : 

20 

La cetone 21 est dissoute dans 20 mL d'EtOH absolu. On chauffe h reflux k 75 -80°C. On 
ajoute ensuite l'hydrazine (816 |iL; 16,81 mmol) et on laisse sous agitation pendant 3 hu 
Apr&s filtration, on 6vapore a sec, on redissout dans l'6thanol jusqu'a Tobtention d'une 
mousse blanche collante. Dans un deuxieme temps, on dissout cette mousse dans 50 mL de 
25 chloroforme puis on ajoute 20 mL d'une solution de NaHC03 satur6e. On lave bien puis on 
r6cup6re la phase organique. On la sdche sur Na2C0 3 anhydre et aprds filtration, on 6vapore h 
sec afin d'obtenir une nouvelle mousse collante. Celle-ci correspond au produit 22 (842 mg 
g ; 1,38 mmol) et est obtenue avec un rendement de 66 %. 



30 RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 8 = 8,81 (s large, 1H, NH) ; 8,82 (s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,64 (d, 2H, J= 
8 Hz, Ar-RO ; 7,32 (m, 4H, Ar-H 5 , 6 ) ; 6,43 (t, 1H, NH15O ; 5,89 (s large, 1H, NHbi) ; 5,46 (s 
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large, 2H, NH 2 ) ; 4,99 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 4,44 (m, 1H, H B6a ) ; 4,27 (m, 1H, H B3 a) ; 4,1 1 (s, 
2H, H 3 0 ; 3,70-3,37 (m, 16H, O-CH2-CH2-O) ; 3,32 (m, 2H, Hi 4 >) ; 3,08 (m, 1H, H B 4) ; 2,87 et 
2,67 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 3 J BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,11 (m, 5H, CH 3 et 
H BI0 ) ; 1,64-1,40 (m, 6H, H B9 , bs, b?). 

5 

• Compos6 diazo 23 : 

L'hydrazone 22 (lOOmg ; 0,164 mmol) est dissoute dans 1 mL de DMF sous argon. On ajoute 
80 mg de Mn02 activ6 et on laisse sons forte agitation pendant 30 min. Le melange est filtr6 k 
10 travers une couche mixte C61ite (3 cm) - tamis mol6culaire en poudre (1 cm). La solution est 
ensuite 6vapor6e k sec. L'huile obtenue en fin d'6vaporation est trituree jusqu'a Pobtention 
d'un poudre rose correspondant au compose 23 (78 mg ; 0,128 mmol ; 78 %). 

RMN l U (300MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 9,60 (s large, 1H, NH) ; 7,89 (s, 1H, Ar-H 2 ) ; 7,76 (t, 
15 1H, NH15O ; 7,35-7,25 (m, 4H, Ar-H 5 , 6 ) ; 6,64 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-HU) ; 6,36 (s large, 1H, 
NHbO ; 6,32 (s large, 1H, NH^) ; 4,28 (m, 1H, H B6a ) ; 4,08 (m, 1H, H B3a ) ; 4,06 (s, 2H, H 3 0 ; 
3,55-3,31 (m, 16H, O-CH2-CH2-O) ; 3,17 (m, 2H, H 14 >) ; 3,08 (m, 1H, H B4 ) ; 2,80 et 2,59 
(systeme ABX, 2H, 2 Ja6= 5 Hz, Vax - 12 Hz, V BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,13 (m, 5H, CH 3 ) ; 2,13 (t, 
2H, J = 8 Hz, Hbio) ; 1,99-1,30 (m, 6H, H B9 , B8 , bv). 

20 

La r6activit6 du compost 23 a 6t6 testae sur 3 -Uridine-monophosphate et suivie par 
electrophordse capillaire. Les conditions d'analyse sont celles de Pexemple 6.1. Les resultats 
montrent un temps de demi reaction de 30 minutes. 
La stability du r6actif est sup&ieure k 1 mois k -20°C. 

25 
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Exemple 30.3 : Synthase du /?ara-Bio-EG34*MDAM : 



Schema de synthase : 




37 

5 
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• Protection de l'acide 4-ac6tylbenzoiquej. 

On dissout l'acide 4-ac6tylbenzoique (1 g ; 6,1 mmol) dans une solution de chlorure de 
trim6thylsilyle (TMSC1, 10 g ; 92 mmol) dans 5 mL de MeOEL Le melange est chaufte k 90°C 
5 pendant tine nuit Apr&s Evaporation, un solide blanc correspondant au compos6 31 (1,21 g ; 
5,75 mmol) est isol6, caract6ris6 par RMN et utilis6 tel quel pour la reaction suivante. 
RMN l H (200MHz, CDC1 3 ) 8 = 8,08 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H 2>6 ) ; 7,59 (d, 2H, 7 - 8 Hz, Ar- 
H 3 , 5 ) ; 3,18 (s, 6H, -O-CH3) ; 1,53 (s, 3H, CH 3 ). 

10 • Compos6 32 : 

On dissout le compose 31 (1,21 g ; 5,75 mmol) dans 5 ml d'orthoformiate de trim&hyle en 
presence de Dowex 50WX8-100 (0,3 g). Le melange est chauffS k 60°C pendant une nuit, puis 
filtr6 et 6vapore pour donner le compost 32 (1,19 g ; 5,3 mmol) avec un rendement de 87 %. 
15 RMN *H (200MHz, CDC1 3 ) 5 - 8,00 (d, 2H, 7 = 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,54 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar- 
H 3 , 5 ) ; 3,89 (s, 1H, CO-O- CH 3 ) ; 3,16 (s, 6H, -0-CH 3 ) ; 1,51 (s, 3H, CH 3 ). 

• Compost 33 : 

20 On solubilise le compost 32 (1,17 g ; 5,22 mmol) dans 5 mL (22,7 mmol) de 4,7,10-trioxa- 
l,13-trid6canediamine. La solution obtenue est chaufifee a 140°C pendant 4 h. Le melange est 
ensuite dissous dans 30 mL de DCM et lav6 3 fois avec 10 mL d'eau. La phase organique est 
s6ch6e avec Mg SO4, puis 6vapor6e jusqu'£ Pobtention d'ime huile correspondant au produit 
33 (1,44 g ; 3,49 mmol) avec un rendement de 67 %. 

25 

RMN l H (200MHz, CDC1 3 ) 8 = 7,76 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,51 (d, 2H, /== 8 Hz, Ar- 
H 3|5 ) ; 3,62-3,47 (m, 14H, H r ,8M0Mr et Hsyr et H 3 >) ; 3,15 (s, 6H, -O-CH3) ; 2,73 (m, 2H, 
His») 1,88 (m, 2H, H4O ; 1,65 (m, 2H, H 14 0 ; 1,38 (s large, 2H, NH 2 ). 



WO 02/090319 



121 



PCT/FR02/01543 



• Compos6 biotinvfe 34 : 

La biotine (780 mg ; 3,19 mmol) est mise en suspension dans 13 mL de DMF. On ajoute 
ensuite 590 mg (3,60 mmol) de CDI. Cette solution est laiss6e sous agitation pendant 30 min k 

5 temperature ambiante. Le compos6 33 est dissous dans 1 mL de DMF, puis ajout6 petit k petit 
k la solution precedents Le melange ainsi obtenu est laissS sous agitation pendant 1 h k 
temperature ambiante, Apres 6vaporation du DMF, une purification sur colonne par 
chromatographie-flash (colonne de 35 mm de diamdtre) est r6alis6e avec 500 mL de MeOH- 
DCM 6 %, puis avec 250 mL de MeOH-DCM 8 %, et enfin 250 mL de MeOH-DCM 8 %. 

10 Les fractions correspondant au produit 34 sont rassembl6es, puis 6vapor6es k sec pour donner 
1,05 g d'huile avec un rendement estime k 30 %. 

RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 6 - 8,49 (s large, 1H, NH imi dazoie) ; 7,79 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar- 
H 2 ,6) ; 7,66 (s, 1H, H imi dazoie) ; 7,50 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-H 3 , 5 ) ; 7,38 (t, 1H, NH 2 -) ; 7,1 1 (s, 2H, 
15 Himidazoie) ; 6,67 (t, 1H, NHi 6 ') , 5,99 (s large, 1H, NHbi) ; 5,15 (s large, 1H, NHbs) ; 4,46 (m, 
1H, H B6a ) ; 4,27 (m, 1H, H B3a ) ; 3,61-3,45 (m, 14H, K mo > t iv et H 5 >,, 3 . et H 3 0 ; 3,28 (m, 2H, 
HisO ; 3,15 (s, 6H, -OCH 3 ) ; 2,85 (m, 1H, Hb4) ; 2,85 et 2,69 (systeme ABX, 2H, 2 Jab= 5 Hz, 
Vax = 12 Hz, Vbx - 0 Hz, H B6 ) ; 2,14 (t, 2H, J= 8 Hz, H B io) ;1,86 (m, 2H, Hr) ; 1,69 (m, 2H, 
HmO ; 1,49 (s, 3H, CH 3 ) ; 1,42-1,39 (m, 6H, H B7 , B8 ,B9). 

20 

• Compos6 35 : 

L'acetal 34 est dissous dans 45 mL de chloroforme, puis 10 mL de HQ 2N sont ajoutes . Le 
melange diphasique est vigoureusement agit6 pendant 5 min. On r6cup6re la phase organique 
25 qu'on s6che sur NaHC0 3 anhydre. On filtre, on 6vapore, et le compos6 35 est obtenu sous 
forme d'un solide jaune clair (504 mg ; 0,87 mmol) avec un rendement global de 27 % k partir 
de la biotine. 

RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 5 = 7,97 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-H 2j6 ) ; 7,91 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar- 
30 H 3 , 5 ) ; 7,51 (t, 1H, NH 2 >) ; 6,50 (t, lH,NHi 6 0 , 6,05 (s large, 1H, NHbi) ; 5,23 (s large, 1H, 
NHb 3 ) ; 4,45 (m, 1H, H B6a ) ; 4,27 (m, 1H, H B3a ) ; 3,62-3,56 (m, 10H, H 7 - B ' b w ( ip et H 5 .) ; 3,48- 
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3,46 (m, 4H, Hy,xy) ; 3,27 (m, 2H, H xy ) ; 3,10 (m, 1H, H B4 ) ; 2,85 et 2,71 (systeme ABX, 2H, 
Vab= 5 Hz, 3 Jax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,60 (s, 3H, CH 3 ) ; 2,14 (t, 2H, J = 8 Hz, 
Hbio) ;1,89 (m, 2H, H 4 >) ; 1,72-1,61 (m, 6H, H l4 >, H B7 B9 ) ; 1, 40 (m, 2H, H B8 ). 

5 • Compost hvdrazone 36 : 

La c&one 35 (500 mg ; 0,864 mmol) est dissoute dans 1 1 mL de EtOH absolu. L'hydrazine 
(335 ^L ; 6,91 1 mmol) est ajout6e, puis le melange r6actionnel est chauffc k reflux pendant 1 
h. L'huile obtenue aprds Evaporation, est dissoute dans EtOH abs, pour 6tre de nouveau 
10 6vapor6e. On obtient alors une mousse collante correspondant au produit 36 (488 mg ; 0,823 
mmol) avec un rendement de 95 %. 

RMN *H (300MHz, CDC1 3 ) 8 = 7,76 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H 2 , 6 ) ; 7,67 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar- 
H 3>5 ) ; 7,29 (t, 1H, NH 2 >) ; 6,46 (t, 1H, NH 16 >) , 5,98 (s large, 1H, NHbi) ; 5,55 (s large, 2H, 
15 NH 2 ) ; 5,14 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 4,45 (m, 1H, H B 6a) ; 4,24 (m, 1H, H B3 a) ; 3,62-3,51 (m, 10H, 
H r , BMOMr et H 5 >) ; 3,47-3,45 (m, 4H, Uy AV ) ; 3,27 (m, 2H, H 15 >) ; 3,07 (m, 1H, H B4 ) ; 2,84 et 
2,69 (systeme ABX, 2H, 2 Jab= 5 Hz, 3 7ax = 12 Hz, V BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,1 1 (t, 2H, /= 8 Hz, 
H B10 et s, 3H, CH 3 ) ; 1,86 (m, 2H, H4O ; 1,72-1,59 (m, 6H, H 14 >, H B7 , B9 ) ; 1, 21 (m, 2H, H B8 ). 

20 • Compost diazo 37 : 

On solubilise I'hydrazone 36 (200 mg ; 0,337 mmol) dans 5 mL de DMF. On ajoute alors 
Mn0 2 (450 mg ; 5,17 mmol). Aprds 15 min d'agitation a temperature ordinaire, le melange est 
filtr6 sur millipore contenant de la c61ite (6paisseur : 2 cm) et du tamis moleculaire en poudre 
25 3 A (0,5 cm). Le melange r6actionnel est 6vapor6 h sec. L'huile r6siduelle obtenue est lav6e k 
Tether trois fois de suite, jusqu'i Tobtention d'une poudre. Le compost 37 (290 mg, 0,491 
mmol) est obtenu sous forme d'un solide rose avec un rendement de 93 %. 

RMN *H (300MHz, DMSO-de) 8 = 8,33 (t, 1H, NH r ) ; 7,83 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-H 2j6 ) ; 7,73 
30 (t, 1H, NHisO ; 6,98 (d, 2H, 7 - 8 Hz, Ar-H 3|5 ) ; 6,39 (s large, 1H, NHbi) ; 6,33 (s large, 1H, 
NHb 3 ) ; 4,30 (m, 1H, H B6a ) ; 4,12 (m, 1H, H B3a ) ; 3,51-3,45 (m, i6H, H 7 >, v, io-, w et H 5 - et H !5 ' 
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et HsmsO ; 3,07 (m, 1H, Hb4) ; 2,79 et 2,58 (syst&ne ABX, 2H, Vab= 5 Hz, 3 Jax= 12 Hz, 3 J BX 
= 0 Hz, H B6 ) ; 2,14 (s, 3H, CH 3 ) ; 2,04 (t, 2H, 8 Hz, H B io) ;1,77 (m, 2H, H4O ; 1,62-1,48 
(m, 6H, Hus H B7 ,B9) ; 1, 31 (m, 2H, H B g). 

5 La r6activite du compost 37 a 6t6 testee sur 3 -Uridine-monophosphate et suivie par 
61ectrophor6se capillaire. Les conditions d'analyse sont celles de Pexemple 6.1. Les r6sultats 
montrent un temps de demi reaction de 60 minutes. 
Le r6actif est stable k ~20°C pendant au moins 1 mois. 

10 Exemple 30.4 : Synthese du w#a-Bio-EG3-PDAM : 

Sch6ma de svnthese : 
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44 

• Protection du m&hyl-3-formvlbenzoate 38 : 



La lysine Dowex 50WX8-100 (2 g) est mise en solution dans 25 mL de MeOH et 25 mL 
5 d'orthoformiate de trim&hyle puis laiss6 sous agitation pendant 15 min. Aprds d6cantation, on 
lave la r6sine deux fois de suite avec 20 mL de MeOH. On met ensuite cette r6sine dans 100 
mL de MeOH, 50 mL de CH(OMe) 3 et on ajoute 7,12 g (43,4 mmol) de m6thyl-3- 
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fonnylbenzoate. La solution est laissSe 15 min sous agitation, puis filtr6e sur papier pliss6 
avant Evaporation. Le produit 39 (9 g ; 43,1 mmol) est isol6 sous forme d'un liquide jaune 
clair avec un rendement de 99 %. 

5 RMN X H (200MHz, CDC1 3 ) 6 - 8,10 (s, H, Ar-H 2 ) ;7,9 (d, H, 7= 8 Hz, Ar-HU) ; 7,63 (d, H, J 
= 8 Hz, Ar-H 6 ) ; 7,42 (t, H, 7 = 8 Hz, Ar-H 5 ) ; 5,40 (s, 1H, CH) ; 3,90 (s, 3H, -CO-O-CH3) ; 
3,31 (s, 6H, -O-CH3). 

• Compost 40 : 

10 

On solubilise le compost 39 (2 g ; 9,5 mmol) dans 10,4 mL (47,6 mmol) de 4,7,10-Trioxa- 
1,13-tridecanediamine. La solution obtenue est chauffee a 165°C pendant 2 h. Le melange est 
ensuite dissous dans 80 mL de DCM et lave 4 fois avec 20 mL d'eau. Apres sechage sur 
MgS04 et evaporation, le produit 40 est isole avec un rendement de 60 % (2,27 g ; 5,69 
15 mmol). 

RMN *H (200MHz, CDC1 3 ) 5 - 7,84 (s, H, Ar-H 2 ) ;7,75 (d, H, J- 8 Hz, Ar-HU) ; 7,53 (d, H, J 
= 8 Hz, Ar-H 6 ) ; 7,39 (t, H, J = 8 Hz, Ar-H 5 ) ; 5,38 (s, 1H, CH) ; 3,64-3,43 (m, 14H, 
H r , 8 \ioMi' et H 5 >, 13' et H 3 0 ; 3,29 (s, 6H, -O-CH3) ; 2,72 (m, 2H, H15O 1,87 (m, 2H, H4O ; 1,64 
20 (m, 2H, HmO ; 1,30 (s large, 2H, NH 2 ). 

• Compose biotinvle 41 : 

La D-biotine (344 mg ; 1,40 mmol) est mise en suspension dans 4 mL de DMF puis 250 mg 
25 (1,54 mmol) de CDI sont ajoutSs. Cette solution est laiss6e sous agitation pendant 30 min k 
temperature ambiante. Le compos6 40 (616 mg ; 1,54 mmol) est dissous dans 2 mL de DMF, 
puis ajoute petit a petit k la solution pr6c6dente. Le melange ainsi obtenu est laiss£ sous 
agitation pendant 50 min k temperature ambiante. Aprds Evaporation, une purification sur 
colonne par chromatographie-flash (colonne de 30 mm de diam&re) est r6alis6e avec 750 mL 
30 de MeOH-DCM 10 %, puis avec 250 mL de MeOH-DCM 15 %• Les fractions coirespondant 
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au produit 41 sont rassembl6es puis evaporees a sec pour donner 740 mg d'huile avec un 
rendement estime a 50 %. 

RMN l H (200MHz, CDC1 3 ) 8 = 7,87 (s, H, Ar-H 2 ) ;7,78 (d, H, J— 8 Hz, Ar-Ht) ; 7,65 (s, 1H, 
5 Himidazoie) ', 7,53 (d, H, J= 8 Hz, Ar-H 6 ) ; 7,39 (t, H, J= 8 Hz, Ar-H 5 ) ; 7,07 (s, 2H, Htaidazoie) ; 
6,65 (t, 1H, NHieO , 5,95 (s large, 1H, NHbi) ; 5,38 (s, 1H, CH) ; 5,15 (s large, 1H, NH33) ; 
4,43 (m, 1H, H B6a ) ; 4,27 (m, 1H, H B3a ) ; 3,59-3,44 (m, 14H, Hrr.ic.n- et H s .,i 3 - et H 3 .) ; 3,29 
(m, 8H, His- et 2-0-CH 3 ) ;3,07 (m, 1H, Hb4> ; 2,84 et 2,66 (systeme ABX, 2H, Vab= 5 Hz, 
Vax - 12 Hz, 3 J BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,13 (t, 2H, J= 8 Hz, H B io) ;1,85 (m, 2H, H»0 ; 1,66 (m, 2H, 
10 Hw) ; 1 ,40-1 ,37 (m, 6H, H B7 , B8 , B5 >). 

• Compose aldehvdique 42 : 

L'acetal 41 est dissous dans 20 mL de chloroforme, puis 5 mL de HC1 2N sont ajoutes . Le 
15 melange diphasique est vigoureusement agite pendant 15 min. On recupere la phase organique 
qu'on seche sur NaHC0 3 anhydre. On filtre, on evapore et le compose 42 est obtenu sous 
forme d'une huile jaune (593 mg ; 1,02 mmol) avec un rendement global de 87 % a partir de 
la biotine. 

20 RMN 'H (300MHz, CDC1 3 ) 5 = 10,04 (s, 1H, CHO) ;8,34 (s, H, Ar-H 2 ) ; 8,16 (d, H, J= 8 Hz, 
Ar-H,) ; 7,96 (d, H, / = 8 Hz, Ar-H 6 ) ; 7,72 (t, 1H, NH 2 >) ; 7,39 (t, H, J= 8 Hz, Ar-H 5 ) ; 6,51 
(t, 1H, NHi6>) ; 6,00 (s large, 1H, NHui) ; 5,30 (s large, 1H, NHe 3 ) ; 4,46 (m, 1H, H B6a ) ; 4,27 
(m, 1H, H B3a ) ; 3,66-3,56 (m, 10H, H r , bmomi- et H 5 ) ; 3,50-3,29 (m, 4H, H 3 ., 13 0 ; 3^8 (m, 
2H, H 15 .) ; 2,95 (m, 1H, Hb 4 ) ; 2,84 et 2,71 (systeme ABX, 2H, 2 Jab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 

25 3 J BX = 0 Hz, H B6 ) ; 2,15 (t, 2H, J = 8 Hz, H B io) ;1,89 (m, 2H, Hr) ; 1,72-1,63 (m, 6H, H H -, 
H B 7, B9);l,23(m,2H,H B8 ). 

• Compose hvdrazone 43 : 



30 L' aldehyde 42 (593 mg ; 1,02 mmol) est dissous dans 10 mL d'ethanol absolu. L'hydrazine 
(400 \iL ; 8,19 mmol) est ajoutee, puis le melange reactionnel est chauffe a reflux pendant 50 
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min. L'huile jaune obtenue apr6s Evaporation, est triturte avec de l'&her jusqu'£ 1'obtention 
d'une poudre beige correspondant au produit 43 (404 mg ; 0,68 mmol) avec un rendement de 
66 %. Une purification sur colonne par chromatographie-flash (colonne de 15 mm de 
diam&re) est r6alis6e ensuite sur un 6chantillon de 150 mg (0,253 mmol) avec 200 mL de 
5 MeOH-DCM 20% . Les fractions sont rassembtees puis Svaporees k sec pour donner 144 mg 
de produit 43 avec un rendement de 76 %. 

RMN l R (300MHz, CDC1 3 ) 5 = 7,95 (s, H, Ar-H 2 ) ; 8,16 (d, H, 7= 8 Hz, Ar-HU) ; 7,76 (s, 1H, 
CH) ; 7,96 (d, H, J= 8 Hz, Ar-H 6 ) ; 7,38 (t, H, J= 8 Hz, Ar-H 5 ) ; 6,45 (t, 1H, NHi 6 >) ; 5,98 (s 
10 large, 1H, NHbi) ; 5,72 (s large, 2H, NH 2 ) ; 5,18 (s large, 1H, NH B3 ) ; 4,44 (m, 1H, H B6a ) ; 
4,26 (m, 1H, Hfi3a) ; 3,62-3,56 (m, 10H, H r , 8 \io\ir et HsO ; 3,48-3,45 (m, 4H, H^u-) ; 3,27 
(m, 2H, H15O ; 3,07 (m, 1H, H B4 ) ; 2,84 et 2,68 (syst&ne ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 
3 J BX = 0 Hz, H B 6> ; 2,11 (t, 2H, J« 8 Hz, H B io) ;1,86 (m, 2H, H4O ; 1,72-1,59 (m, 6H, Hw, 
H B7 , B 9);l,21(m,2H,H B8 ). 

15 

• Compost diazo 44 : 

On solubilise l'hydrazone 43 (100 mg ; 0,187 mmol) dans 4 mL de DMF. On ajoute alors 
Mn0 2 (200 mg ; 2,3 mmol). Apres 13 min d'agitation k temperature ordinaire, le melange est 
20 filtre sur millipore contenant de la c61ite (6paisseur : 2 cm) et du tamis moleculaire en poudre 
3 A (0,5 cm). Le melange r6actionnel est 6vapor6 a sec. L'huile residuelle obtenue est lav6e a 
Tether, trois fois de suite. Le compost 44 (290 mg, 0,491 mmol) est obtenu sous forme d'un 
solide orange avec un rendement de 83 %. 

RMN ! H (300MHz, DMSO-d 6 ) 8 = 8,39 (t, 1H, NEfcO ; 7,78 (t, 1H, NH W ) ; 7,39-7,34 (m, Ar- 
25 H) ; 7,09 (d, Ar-H) ; 6,38 (s large, 1H, NHbi) ; 6,32 (s large, 1H, NHb 3 ) ; 5,78 (s, 1H, CH- 
N 2 ) ; 4,27 (m, 1H, H B6a ) ; 4,11 (m, 1H, H B3a ) ; 3,51-3,44 (m, 10H, H 7 > f B -. io\ ir et H 5 .) ; 3,37 
(m, 2H, HisO ; 3,32 (m, 4H, Hr.isO ; 3,05 (m, 1H, H*) ; 2,79 et 2,58 (systtaie ABX, 2H, 
Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 3 J B x = 0 Hz, H B6 ) ; 2,02 (t, 2H, J = 8 Hz, H B10 ) ;1,69 (m, 2H, H4O ; 
1,59-1,48 (m, 6H, H HS H B7 , B9 ) ; h 25 (m, 2H, H B8 ). 

30 

La stability du produit est sup6rieure k 1 mois k -20°C. 
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Exemple 31 : Svnthese du jpgj*fl-Cv5-EG3-PDAM : 

Comme cela a dej& 6t6 evoqu£ dans Pexemple 2, la biotine peut etre remplac£e par un autre 
marqueur tel que le Cy5. Cet exemple montre que Ton peut 6galement relier la fonction diazo, 
port6e par le PDAM, a ce marqueur Cy5 par l'interm&iiaire d'un bras de liaison polyethylene 
glycol. 



Schema de synthase : Le contre ion T n'est pas represents sur les formules 46, 47, 50' et 5 1 . 




• IodurejieJM4^^ 
47: 

Le mdlange du monochlorhydrate de malonaldehyde-bis(ph6nylimine) 45 (13 g ; 50,2 mmol), 
de NaOAc (6,0 g ; 69,7 mmol) et de l'iodure de 1,2,3,3- t&ram6thyl[3H]indolium 46 (3,01 g ; 
10 mmol) dans de Tanhydride ac6tique (50 mL) est chauffS h 100 °C pendant 20 min 
pr6cis6ment. Apr6s refroidissement, on ajoute de lather (350 mL) et le solide brun pr£cipit6 
est filtr6, lav6 avec de l'6ther (3 x 100 mL). Le solide est redissout dans 150 mL de CH 2 C1 2 , 
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filtr6 (Elimination des sels minfraux) puis pr6cipit6 avec 350 mL dither pour donner un 
solide brun (3,54 g, 54 %). 

RMN l K (CDC1 3 ) : 8 = 8,64 (d ; 1H ; J- 12 Hz ; 1-H) ; 8,14 (t ; 1H ; J= 16 ; 12 Hz ; 3-H) ; 
5 7,63-7,19 (m ; 9H) ; 6,90 (d ; 1H ; 15 Hz ; 4-H) ; 5,82 (t ; 1H ; J= 12 ; 13 Hz ; 2-H) ; 4,06 
(s ; 3H ; NCH 3 ) ; (2,16 (s ; 3H ; -COCH3) ; 1,74 (s ; 6H ; CH 3 ). 

• Bromurede l-(5-carboxvpenMV233-trimethvir3H1indolium 50 : 

10 On melange le 2,3,3~trim6thylindole 48 (10,0 g ; 62,8 mmole) et Facide 6-bromohexanoIque 
49 (12,3 g; 62,8 mmole) sans solvant et chauffe h 110 °C pendant 12 h sous argon. Le 
melange rdactionnel p&teux rouge violet est lave avec de l f ac6tate d r 6thyle (2 x 60 mL, on 
triture la p&te avec la spatule et on d£cante le sumageant), puis avec de Tac&one (50 mL, la 
p&te solidifie). Le solide rose est filtr6 pxiis s6ch6 sous vide (16,0 g ; 73 %). 

15 

• Compost CvSCOOH 51 : 

Le melange de l'iodure 47 (2,5 g ; 5,3 mmole), du bromure 50 (1,87 g ; 5,3 mmole) et de 
NaOAc (1,08 g; 12,1 mmole) dans de Tanhydride ac6tique (11 mL) est chauffe k 120 °C 

20 pendant 25 min. Apres refroidissement, on ajoute de lather (200 mL) et le pr6cipit6 est filtnB 
et lav6 avec de l'fther (3 x 50 mL). Le solide correspondant au produit 50' est dissous dans 
100 mL de CH2CI2 puis 6vapor6. On le dissout ensuite dans 15 mL d'acide ac&ique et Ton 
agite pendant 30 min h 120 °C. Le pr6cipit£ correspondant au produit 51 est ainsi obtenu apres 
ajout de 200 mL dither et filtration sur fiitt<§, avec un rendement de 84 % (2,71 g ; 4,44 

25 mmol). 

RMN l ¥L (CDCI3) : 5 = 8,03 (t ; 2H ; J- 10 ; 1 1 Hz, 2-H, 4-H) ; 7,38-6,91 (m ; 9H ; Ar-H, 3- 
H) ; 6,41 (d ; 1H ; J- 14 Hz ; 1-H) ; 6,31 (d ; 1H ; 7 = 13 Hz ; 5-H) ; 4,07 (t ; 2H, J—l\l 
Hz ; <x-CH 2 ) ; 3,68 (s ; 3H ; NCH 3 ) ; 2,47 (t ; 2H, J= 7 ; 7 Hz ; e-CH 2 ) ; 1,71 (m ; 18H ; CH 3 , 
30 p,y et 5-CH2). 
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+ H 2 N^v^(r^s^NH 2 

4, 7, 10-trioxa-l, 13- 
1 0< tridecanediamine 

4-methylformylbenzoate 
dimethyl acetal 



145°C 





k i 
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t.a., 51 

2) purification 

O I- 

52 

1) resine 6changeuse d'ions CI" 

2) D6protection HC1 2 N, DCM 



H 




NH_ 



NH2-NH2 , EtOH abs 
t.a. 

Cl- 



54 




MnOi.DMF 



9 a- 



55 



• Couplage du compos6 26 avec le Cv5COOH 51 fproduit 52) : 

5 

A me solution de Cy5COOH 51 (1,5 g ; 2,46 nunole) dans 15 mL de CH 2 C1 2 , on ajoute N- 
methylmorpholine (NMM, 405 |iL ; 3,68 mmole). La solution est refroidie avec un bain de 
glace et mise sous argon, puis on ajoute le chloroformiate d ! isobutyle (494 \xh ; 3,81 mmole). 
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Aprds 10 min d'agitation, on additionne l'amine 26 (1,86 mg ; 4,67 mmole) dilute dans 8 mL 
de CH2CI2. On laisse le melange sous agitation k temperature ambiante pendant 1 h 30. On 
ajoute 20 mL de CH2CI2 et on lave avec 25 mL de NaHC0 3 1 N trois fois de suite. Aprds 
sechage sur Na2C03, on filtre la solution pour recuperer la phase dichloromethane que Ton 
5 6vapore. 

Une purification sur colonne par chromatographie-flash (colonne de 45 mm de diamdtre, 
fractions de 20 mL)) est r6alis6e avec comme 61uant du MeOH-DCM 10% . Les fractions 
correspondant au produit 52 sont rassembtees puis evapor6es k sec pour donner un solide bleu 
qui est dissous dans CH2CI2. Le produit 52 est alors pr6cipit6 et lav6 k T6ther pour donner un 
10 produit bleu avec un rendement de 72 % (1 ,45 g ; 1,77 mmol). 

Le produit 52 (iodure) est ensuite dissous dans 54 mL de methanol puis pass6 sur colonne 
d'amberlite IRA900 (CI" ; 15 g). La solution methanolique recueillie est 6vaporee k sec pour 
donner une huile collante que Ton redissout dans CH2CI2 . L'6vaporation permet Pobtention 
du produit 52' avec un rendement de 87 %. 

15 

• Aldehyde 53 : 

L'acetal 52' est dissous dans 10 mL de DCM, puis 10 mL de HCL 2N sont ajout6s. La 
solution est laiss6e sous forte agitation pendant 3h 30 min. Aprhs ajout de 20 mL de DCM, la 
20 phase dichloromethane est recup6ree puis sech6e sur NaHC03. Le produit obtenu aprds 
Evaporation est lav6 avec de Tether pour donner Paldehyde 53 avec un rendement de 90 % 
(l,18g; 1,46 mmol). 

• Hvdrazone 54 : 

25 

On dissout P aldehyde 53 (200 mg ; 0,247 mmole) dans 1 mL d f 6thanol absolu et on ajoute 
Hydrazine monohydratee (15,6 ^L; 0,321 mmole). La solution est agit6e k temp6rature 
ambiante pendant 30 min. On ajoute 8 mL dither ; on lave k T&her par d^cantation, trois fois 
de suite puis on sdche sous vide. On obtient 172 mg d'hydrazine 54 (0,209 mmol ; 85 % de 
30 rendement) que i'on conserve au cong&ateur. 
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• Diazo 55 : 

A une solution de 20 mg (0,243 mmol) dliydrazone 54 dans 2 mL de DMF, on ajoute 100 mg 
de Mn02 et agite vigoureusement pendant 5 min sous argon k temp&rature ambiante. On filtre 
5 la suspension k travers une couche du c61ite (6paisseur : 2 cm) et du tamis moleculaire en 
poudre 3 A (0,5 cm) et lave avec DMF. On 6vapore la solution puis on triture k T6ther. Le 
solide ainsi obtenu est s6ch6. On obtient 18 mg (0,185 mmol ; 76%) de diazo 55. 

La stability du reactif est sup&ieure k 1 mois a -20°C. 

10 

Exemple 32 : Synthase du meta-FIuo-EG3-PMDAM : 

Comme cela a deja &t& evoqu6 dans les exemples 23 et 25, la biotine peut etre remplacee par 
un autre marqueur tel que la fluoresc&ne. Cet exemple montre que Ton peut £galement relier 
15 la fonction diazo, portee par le PMDAM, k ce marqueur fluoresc&ne par l'interm&iiaire d'un 
bras de liaison polyethylene glycol. 

Schema de synthase : 
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Compost 72 : 

5 On solubilise Tisothiocyanate de fluoresc6ine- (250 mg 5 0,64 mmol) dans 1,6 ml de DMF 
anhydre, avec 2% de pyridine, sous argon. On ajoute le produit 69 (0,356 g, 0,81 mmol) 
dissout dans 1,6 ml de DMF anhydre. On laisse r6agir 3,5 h k temperature ambiante, puis on 
6vapore le DMF et on reprend dans 25 ml de HfeO. On fait trois extractions avec 50 ml de 
CH2CI2, et la phase aqueuse est 6vapor6e. On obtient 255 mg (48%) du produit 72. 
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Compost m&g-Fluo-EGj-Hvdrazone-Tosvle 75 : 

On dissout le compose 72 (255 mg, 0,31 mmol) dans 1,5 ml d ! 6thanol a reflux. On ajoute la p- 
toluen-sulfonyl-hydrazine (69,2 mg, 0,37 mmol) dans 1,5 ml Methanol et on laisse r6agir 
5 pendant 6 h. On 6vapore a sec, et on lave le solide avec CH2CI2, H 2 0 et 6ther. On obtient 18,5 
mg (74%) du produit 75 sous forme d'une poudre orange. 

RMN l H (200 MHz, DMSO-ck): d - 1,6-1,8 (m, 4H); 2,13 (s, 1H); 2,28 (s, 1H); 2,36 (s, 1H); 
2,80 (m, 1H); 3,07 (m, 2H); 3,46 (m, 12H); 6,5-6,7 (m, 6H); 7,1-8,3 (m, 9H). 

10 Compos6 meta~Fluo-EG r PMDAM 74 : 

On solubilise lliydrazone 75 (176 mg, 0,18 mmol) dans 720 |il d'une solution de KOH k 10% 
dans du methanol anhydre. La solution est laissee a reflux pendant 3 h. On laisse refroidir la 
solution et un pr6cipit6 apparait. La solution est filtr6e et evaporde a sec. Le r6sidu est lave a 
15 T&her et s6che. 

L'analyse par RMN montre la disparition des signaux a 2,36 et 2,13 ppm (correspondant aux 
M&hyles du tosyle et de l'hydrazone) et l'apparition d f un pic h 1,96 ppm (correspondant au 
mdthyle du diazo). 

20 Exemple 33 ; Interm6diaire diazomethvle permettant un marquage uiterieur : 

II peut 6tre interessant d'avoir non pas un marquage direct par le rSactif de marquage 
diazom6thyle portant aussi le marqueur R 2 mais de proc6der en deux etapes avec un marquage 
indirect. Dans ce cas le r6actif de marquage comprenant la fonction diazom6thyle est dit 

25 pr6fonctionnalis6 c'est k dire qu'il comprend aussi une fonction chimique apte a rSagir 
ultSrieurement avec des marqueurs directs ou indirects. La pr6-fonctionnalisation peut 
intervenir par introduction d'une fonction r6active de covalence au sein du rSactif de 
marquage qui peut r6agir avec une fonction anti-reactive de covalence du marqueur direct ou 
indirect. Ces fonctions peuvent 6tre constitutes par une fonction chimique organique 

30 61ectrophile et une fonction chimique organique nucl6ophile, ou inversement. 

Un exemple d'une telle strat6gie de marquage est illustr6e par le schema ci-dessous 
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N 2 =< 



+ W 2 -R 2 



^ N 2 =< 



Z-W 



1 



Z-W ! -W 2 -R 2 



Dans lequel le r6actif de marquage comprend, outre une fonction diazom&hyle, une fonction 
W 1 61ectrophile ou nucl&>phile susceptible de r6agir avec un marqueur R 2 comprenant une 
fonction W 2 compl6mentaire de W 1 . 
5 Par exemple si W 1 est une fonction m6thylc6tone ou aldehyde, W 2 est une fonction 
alcoxyamine. 

Dans un proc6d6 de marquage d'une molecule biologique comme un acide nucl&que, 1'acide 
nucl6ique est mis en contact avec le rtactif de marquage coprenant la fonction diazom6thyle et 
dans une 6tape ulterieure, le marqueur W 2 - R 2 r6agit avec Tacide nucleique par rinterm&liaire 

10 de la fonction W 1 . 

L'une des utilisations est par exemple constitute par un procedS d'amplification d'une 
s6quence d'un acide nucleique ou par un proc6d6 d'amplification du signal. Des informations 
compl&nentaires sur ce type de marquage peuvent etre trouvSes dans la demande de brevet 
WO-A-98/05766, sous priority du 2 aotit 1996. et dans la demande de brevet WO-A-00/40590 

15 sous priorite du 05 Janvier 1999. 

Exemple 33.1 : Synthese du MeCO-PMDAM : 



20 Schema de synthase : 
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Le produit 85, dont la synthase est d6crite dans cet exemple, permet de realiser le marquage 
des acides nucl6iques naturels, grace k la r6activit6 de la fonction diazom&hyl avec les 
groupements phosphate, et d ! introduire ainsi une fonction m6thylc6tone, qui peut 6tre utilis6e 
par la suite pour introduire une molecule detectable (fluorescente, biotine) poss6dant un 
5 groupement alcoxyamine. 

Cette synthase est bas6e sur des m£thodes connues et utilises en routine en chimie. Le 
produit de depart est le m&ne que pour la synthase des marqueurs 71 et 74. La premiere 6tape 
consiste en la protection de Famine terminale par le Fluorenyhnethyl-formate (Fmoc, 99). Le 
10 choix de ce groupement protecteur est base sur sa stability et conditions de clivage. 



Aprds formation de lTaydrazone prot6g6e 82 par la m&hode utilis6e pr6c6demment (exemple 
Aweto-Fluo-EG3-PMDAM, ), Famine terminale est d6prot6gee dans des conditions basiques 
15 douces qui garantissent la stability de lliydrazone. L f ac6toac6tate de m6thyle est utilis6 pour 
cr6er la fonction methylcetone par une reaction d'acylation de Famine terminale (voir 
formation des composes 26 et 36). La formation du diazomethyl est ensuite r6alis6e par Tune 
des methodes d^crites pr^cedemment 

20 Exemple 33.2 : Synthese du H2NO-PMDAM : 

Schema de svnthese : 




99 
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Le produit 88, dont la synthase est decrite dans cet exemple, permet de r^aliser le marquage 
des acides nucieiques naturels, grfice a la r^activite de la fonction diazomethyl avec les 
groupements phosphate, et d'introduire ainsi une fonction alcoxyamine, qui peut 6tre utilis6e 
5 par la suite pour introduire une molecule detectable (fluorescente, biotine) poss6dant un 
groupement m6thylc6tone. 

Cette synthase est bas6e sur le module de la pr6c6dente, c'est-St-dire l*utilisation du pr6curseur 
69, du Fmoc pour la protection de Famine et du tosyle pour la protection de lliydrazone. 
10 ^introduction de la fonction alcoxyamine (compose 86) se fait par l*usage du 
carboxymethoxylamine (commercial) protege par la fonction Fmoc (These E. Tr6visiol, 
LEDSS Grenoble, 1999). Etant donne les conditions douces de la deprotection finale 
(compost 88), celle ci est r6alis£e de suite apres la formation du diazomethyl. 

15 

Exemple 34 ; Preparation de derives PDAM permettant P amplification du signal : 
Exemple 34.1 : Synthase de marqueurs bis-biotinyles tels que le [Bio-EG3]2-PDAM : 

20 Schema de svnthese : 
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• Reduction du benzdne-1 J?.5-tricarboxvlate de trim&hvle 56 en alcool 57 : 

On dissout le triester 56 (12,6 g ; 50,0 mmol) dans 100 mL de THF puis ajoute 1,1 g (50,5 
mmol) de L1BH4 k temperature ambiante. La solution rouge est chauff£e k 40-45 °C sous 

5 agitation sous argon pendant 1 h. Apr&s refroidissement (glace), on d6truit l'hydrure en exc&s 
avec precaution (d^gagement de H2 ) par Paddition d'eau (200 mL) puis de HC1 2N (30 mL). 
On observe le virage de couleur en jaune claire. On extrait cette solution avec CH2CI2 (lOOmL 
puis 3 fois 50 mL), la phase organique est lav6e avec NaHC03 anhydre, sechee sur MgS04 
puis le solvant est &vapor£ jusqu'i Tobtention d'une huile (11,1 g). Par chromatographic flash 

10 sur colonne de silice (diametre = 40 mm, 61uant : acetate d'6thyle/cycloh&tane = 1/1), on 
obtient l'alcool 57 (6,38 g, 57 %). 

RMN l H ( 200 MHz, CDC1 3 ) : 5 - 8,53(t, 1H, J = 2 Hz) ; 8,18 (d, 2H, J= 2 Hz) ; 4,76 (s, 
2H) ; 3,91 (s, 6H) ; 2,30 (s, 1H). 

15 

• Oxvdation de Talcool 57 en aldehyde 58 : 

On dissout Talcool 57 (5,86 g ; 26,1 mmol) dans 100 mL de THF puis ajoute 40,0 g de Mn0 2 
petit k petit en 5 min a temperature ambiante. La solution est laiss6e une nuit sous agitation 
20 sous argon. On filtre la solution k travers un entonnoir Biichner muni d'une couche de C61ite 
545, on lave avec CH2CI2 puis 6vapore les solvants. Le solide brut (4,4 g) est purifte par 
chromatographic flash sur une colonne de silice (diametre = 50 mm, eluant : acetate 
d f 6thyle/cycloh6xane 3/7). On obtient 3,44 g (59 %) de l'ald6hyde 58. 

25 RMN *H ( 200 MHz, CDC1 3 ) : 5 = 10,11 (s, 1H) ; 8,89(t, 1H, J= 1 Hz) ; 8,69 (d, 2H, J= 1 
Hz) ; 3,98 (s, 6H). 

• Formation de Tac&al 59 : 



30 



On dissout Tald&iyde 58 (3,21 g ; 14,4 mmol) dans 30 mL de methanol puis ajoute 6,0 mL de 
TMSC1. La solution est laiss6e k temperature ambiante sous agitation sous argon pendant 1 h. 
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On dilue la solution avec 200 mL de CH2CI25 et agite avec 1 M NaHC03 (100 mL) (attention 
d£gagement de CO2). On s£pare les deux phases, extrait la phase aqueuse trois fois avec 
CH2CI2 (25 mL), on rassemble les phases organiques, on sdche sur MgS04 puis 6vapore le 
solvant. On obtient 3,55 g (92 %) de l T ac6tal 59. 
5 RMN *H ( 200 MHz, CDC1 3 ) : 5 = 8,63(t, 1H, J = 2 Hz) ; 8,29 (d, 2H, J = 2 Hz) ; 5,45 (s, 
2H) ; 3,93 (s, 6H) ; 3,32 (s, 6H). 

• Hvdrolvse du diester 59 en diacide 60 : 

10 On dissout le diester 59 (3,18 g ; 1 1,9 mmol) dans 10 mL de THF puis ajoute une solution de 
KOH (2,0 g, pastille 85 %) dans 10 mL de methanol. Apr6s 15 min k temperature ambiante, 
on 6vapore les solvants. Le r6sidu est dissous dans H2O (50 mL). On ajoute H3PO4 (environ 
2,5 mL, 85 %) jusqu ? & pH 3 et le pr£cipit6 blanc est filtr6 sur le fiitt6 (#3), lav6 avec de l'eau et 
s6ch£ sous vide. On obtient 2, 59 g (91 %) du diacide 60. 

15 

RMN *H ( 200 MHz, DMSO-rf 6 ) : 5 = 8,43 (t, 1H, J= 1 Hz) ; 8,15 (d, 2H, J= 1 Hz) ; 5,53 (s, 
1H) ; 3,27 (s, 6H). 

• Trifluoracetamide 62 : 

20 

On dissout la diamine 61 (66 g ; 0,30 mol) dans 250 mL de CH2CI2 puis ajoute le 
trifluorac6tate d'ethyle (11,8 mL, 0,10 mol) goutte k goutte en 5 min k 10 °C sous agitation 
sous argon. Aprds 15 min a temperature ambiante, on transfi&re la solution dans une ampoule k 
decanter, on lave avec H2O (3 x 100 mL), on s£che sur MgS04 et 6vapore le solvant. On 
25 obtient 22,4 g (71 %) du monoamide 62 de purete d f environ 85 % (d£termin£e par F 19 RMN). 
Ce compost est conserve k -20 °C et utilise sans purification. 

RMN *H ( 200 MHz, CDCI3) : 8 = 3,5-3,6 (m, 12H) ; 3,42 (t, 2H, J= 6 Hz) ; 2,75 (t, 2H, J= 6 
Hz) ; 1,81 (quantiplet, 2H, /= 6 Hz) ; 1,67 (quantiplet, 2H, J~ 6 Hz) ; 1,30 (s. large, 2H). 
30 RMN 19 F ( 190 MHz, CDCI3) : 5 = -76,3. 
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• Compost 63 : 

A line suspension de D-biotine (6,39 g ; 26,2 mmol) dans 50 mL de DMF, on ajoute le 
5 carbonyldiimidazole (CDI, 6,32 g , 80 %, 31,2 mmol), Le melange est chaufffe k 55-60 °C 
sous agitation sous argon pendant 30 min. On observe initialement une dissolution complete 
de materiel puis une prise en masse avec une precipitation de solide blanc (CO2 Evolution). 
On ajoute Tamine (huile) k Taide de 5 mL de CH2CI2 pour rincer et le melange est chauffS a 
55-60 °C pendant 3 h. On 6vapore le DMF sous vide (< 1 mmHg) et le r6sidu est agit6 avec 
10 CH2CI2 (700 mL) et 2N HC1 (100 mL). Apres une filtration des deux phases a travers une 
couche de C61ite 545, on s6pare les phases, la phase aqueuse est extraite avec CH2CI2 (15 x 
100 mL), les phases organiques sont rassembl6es, s6ch6es sur NaHC0 3 anhydre et MgS04, 
puis le solvant est 6vapor6. Le residu huileux est triturS avec 150 mL d'ether pour obtenir une 
suspension. Le solide p&teux est difficile a filtrer. On d£cante le sumageant et on r6pete le 
15 lavage k Tether. Apres s6chage sous vide, on obtient 9,13 g (64 %) de compose 63. 

RMN l H ( 200 MHz, CDC1 3 ) : 5 = 3,5-3,6 (m, 12H) ; 3,42 (t, 2H, J- 6 Hz) ; 2,75 (t, 2H, J= 6 
Hz) ; 1,81 (quantiplet, 2H, J= 6 Hz) ; 1,67 (quantiplet, 2H, /=6Hz); 1,30 (s. large, 2H). 

• Compost 64 : 

20 

On chauffe une solution du compos6 63 dans rammoniaque (100 mL, 22 % aqueuse) dans un 
ballon de 250 mL bouchS avec un septum k 55-60 °C pendant 2 h. Apres refroidissement, on 
6vapore le solvant Le r6sidu est dissous dans le methanol (20 mL) et pass6 sur une colonne 
r6sine 6changeuse d'anion Dowex 21K [hauteur 12 cm x diam&re 35 mm, forme OHT obtenu 
25 par lavage pr&dable avec NaOH IN (1,5 L) puis H 2 0 (1,5 L) puis methanol (1,5 L)]. Le 
compost 64 libre de l'ion trifluorac6tate passe dans les premieres fractions avec 200 mL du 
methanol. Aprds Evaporation, on triture le r6sidu avec 50 mL d'6ther puis on le dScante. Le 
lavage k lather est r6p6t6 cinq fois de suite. Apr6s s6chage, on obtient le compost 64 (6,43 g, 
86 %). 
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RMN *H ( 300 MHz, CDC1 3 ) : 8 = 6,77 (t, 1H, 7 = 4 Hz) ; 6,32 (s, 1H) ; 5,52 (s, 1H) : 4,45 
(m, 1H) ; 4,28 (m, 1H), 3,50-3,68 (m, 12H) ; 3,30 (m, 2H), 3,11 (m, 1H) ; 2,86 (dd, 1H, 7= 13 
et 5 Hz), 2,75 (t, 2H, 7= 13 Hz), 2,68 (d, 1H, 7 = 13 Hz) ; 2,16 (t, 2H, 7 = 7 Hz) ; 1,60-1,85 
(m, 8H) ; 1,41 (m, 2H). 

5 

• IBio-EGVl?- acetal 65 : 

A une suspension du diacide 60 (120 mg ; 0,500 mmol) dans le dichloroethane (5 mL), on 
ajoute le carbonyldiimidazole (225 mg, 90 %, 1,25 mmol) et on chauffe a 55-60 °C pendant 
10 30 min sous agitation sous argon. On ajoute ramine 64 (550mg ; 1,23 mmol) et la solution est 
chauffee a 55-60 °C pendant 6 h. Apres evaporation, on passe sur une colonne de silice 
(diametre : 25 mm, 61uant : methanol 15-30 % dans CH 2 C1 2 ). On obtient 413 mg (75 % ) de 
compose 65. 

15 RMN l H ( 300 MHz, CDC1 3 ) : 8 = 8,34 (s, 1H) ; 8,06 (s, 2H) ; 7,87 (m, 2H) ; 6,85 (m, 2H) ; 
6,60 (s, 2H) ; 5,93 (s, 2H) : 5,40 (s, 1H) ; 4,45 (m, 2H) ; 4,27 (m, 2H), 3,43-3,68 (m, 24H) ; 
3,31 (s, 6H) ; 3,25 (m, 4H), 3,08 (m, 2H) ; 2,83 (dd, 2H, 7 = 13 et 5 Hz), 2,70 (t, 2H, 7 = 13 
Hz) ; 2,13 (t, 4H, 7 = 7 Hz) ; 1,89 (quintuplet, 4H, 7 = 7 Hz) ; 1,55-1,70 (m, 12H) ; 1,37 (m, 
4H). 

20 

• rBio-EG^ r aldehyde 66 : 

L'acetal 65 (413 mg ; 0,376 mmol) en solution dans le methanol est traite avec HC1 2N (0,5 
mL). Apres evaporation et lavage avec Tether, on obtient l'aldehyde 66 (0,37 g, 90 %). 
25 RMN 'H ( 300 MHz, DMSO-</ 6 ) : 8 - 10,11 (s,lH) ; 8,82 (t, 2H, 7 = 6 Hz) ; 8,62 (s, 1H) ; 
8,47 (s, 2H) ; 7,73 (t, 2H, 7 = 5 Hz) ; 4,30 (m, 2H) ; 4,11 (m, 2H), 3,30-3,60 (m, 24H) ; 3,06 
(m, 6H) ; 2,80 (dd, 2H, 7= 12 et 5 Hz), 2,56 (t, 2H, 7= 12 Hz) ; 2,03 (t, 4H, 7= 7 Hz) ; 1,78 
(quintuplet, 4H, 7= 7 Hz) ; 1,35-1,60 (m, 12H) ; 1,28 (m, 4H). 
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• rBio-EGVb- PDAM 67: 

L'ald^hyde 66 est transform^ en diazom&hane 67 selon la m&hode utilis6e pour la preparation 
des diazom&hanes (Exemple 1). 
5 La stability du r6actif est sup6rieure k 1 mois h -20°C. 

Exemple 34.2 : Synthase du m#a-Bio7-EG3-PMDAM : 

Schema de synthase : 
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mcta-Bio 7 -EG 3 -PMDAM 80 
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Compost EGg-ac&oph6none 76 : 

Le 3, 6, 9-trioxa-l, 1 1-undecanedioic acid (EG3, 12,64 ml, 74 mmol) est dissout dans 80 ml de 
DMF anhydre sous argon et refroidit dans un bain de glace. Le dicyclohexylcarbodiimide 

5 (DCC, 11,45 g, 55,5 mmol)) est ensuite dissout dans 20 ml de DMF anhydre et ajoute 
lentement. Apres 30 min, on ajoute le 3-aminoac&oph6none (5,0 g, 37 mmol) et on laisse 
reagir 1 h h temperature ambiante sous argon. Le DMF est ensuite 6vapore sous vide et 70 ml 
de CH2CL2 sont ajout6s. La solution est filtr6e et extraite avec 3x25 ml d'acide ac&ique 1%. 
Les phases aqueuses sont r&raies et lavSes avec 25 ml de CH2CL2. Les phases organiques sont 

10 melangees, s^chees avec du sulfate de sodium anhydre et 6vapor6es a sec. Le produit est 
recristallisS dans le couple MeOH:H 2 0. On obtient ainsi 8,74 g (70%) du produit 76. 

RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ): d = 2,55 (s, 3H); 3,5-3,7 (m, 8H); 4,0 (s, 2H); 4,1 (s, 2H); 
7,45 (t, 1H); 7,65 (d, 1H); 7,90 (d, 2H); 8,2 (s, 1H); 9,8 (s, 1H). 

15 

Compose (TSM^VEGj-acetophSnone 77 : 

Le produit 76 (120mg, 0,35 mmol) est dissout dans 15 ml de DMF anhydre sous argon, 
refroidit sur glace, et le DCC (110 mg, 0,53 mmol) est ensuite ajoute. Apres 30 min, on ajoute 
20 cette solution sur une solution du dendrimdre commercial « Starburst PAMAM Dendrimer, 
Generation 1 » (Aldrich, St Quentin Fallavier) (1 g, 0,71 mmol, dans 5 ml de methanol), 
lentement et sous forte agitation. On laisse r6agir 1 h & temperature ambiante et on evapore. 
Le r6sidu est repris dans 10 ml de CH2CL2 et extrait deux fois avec 30 ml d'acide ac&ique 1%. 

25 Compos6 Biot r EGi- ac&ophenone 78 : 

La D-Biotine (1,73 g, 7,08 mmol) est solubilis6e dans 80 ml de DMF anhydre sous argon, et la 
solution est refroidie sur glace. On ajoute successivement la N-m6thylmorpholine (NMM, 856 
pi, 7,7 mmol) et le chloroformiate d'isobutyle (1022 pi, 7,7 mmol). Apr&s 30 min, on ajoute le 
30 produit 77 (1,13 g, 0,7 mmol, dans 5 ml de methanol) et on laisse r6agir 3 h sur glace et sous 
argon. On concentre sous vide jusqu'i 50 ml et on ajoute 100 ml de CH2CI2 - Un pr6cipit6 se 
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forme, qui est filtr6, lav6 h l'6ther, et sech6 sous vide. On obtient 1,3 g de 78 sous forme d'une 
poudre blanche. 

Compose Biot7-EG^-Hvdrazone 79 : 

5 

Le compost 78 (300 mg, 0,09 mmol) est dissout dans 10 ml d'6thanol absolu h reflux. On 
ajoute lfcydrazine monohydrate (20 ml, 0,40 mmol) et on laisse r6agir 3 hi reflux. AprSs 
refroidissement, un pr6cipit6 se forme, qui est filtr6, lav6 a l'&her et s6ch6 sous vide. On 
obtient ainsi 109 mg (36%) du produit 79, sous forme d'une poudre blanche. 

10 

Compose Biot 7 -EG r PMDAM 80 : 

On solubilise lTxydrazone 79 (100 mg, 0,03 mmol) dans 5 ml de DMF anhydre a 70°C. On 
laisse revenir a temperature ambiante et on ajoute le Mn02 (31 mg, 0, 36 mmol). On laisse 
15 r6agir 10 min et on elimine Toxyde de manganese par filtration sur un ftitt6 avec de la c61ite 
(0,5 cm et du tamis moleculaire en poudre (0,5 cm). Le filtrat est 6vapor6 a sec, lav6 a T6ther e 
seche sous vide. On obtient ainsi 78 mg (78%) du produit 80. 

Les dendrimSres sont des molecules arborescentes poss6dant aux extremites plusieurs 
20 groupements rSactifs tels que des amines, carboxyles, hydroxyles ou autres (pour revue, voir 
Newcome et al, (1996) Dendritic Molecules: Concept, Syntheses, Perspectives. VCH Ed., 
Weinheim, Germany). La synthese de ces molecules est aujourdliui bien maitrisee, et des 
nombreux dendrimeres sont commercialisms par rindustrie chimique. Le choix du PAMAM 
(Sigma- Aldrich) a et6 fait sur la base de sa stability solubility et souplesse, puisque plusieurs 
25 versions de cette molecule, avec un nombre et type de terminaisons diffSrentes, sont 
disponibles. Le "PAMAM Generation 1" permet d f ajouter sept molecules du marqueur (en une 
seule 6tape de synthase) pour chaque groupement diazom&hyl. 
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Exemple 35 : Marquage et fragmentation en deux etapes d'amplicons APN avec le meta- 
BioPMDAM ; 

Les amplicons ADN ont &6 prSparSs par amplification PGR selon le protocole d6crit dans 
5 Pexemple 5.1. Deux reactions de marquage ont 6t6 r6alis6es. 

a. Marquage et fragmentation en deux Stapes : 

A 10 |xL de PCR sont ajoutSs 10 \xL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 77 \xL 
10 d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incubSe 10 min k 95°C. Puis 3 \xL d'HCl k 0,1M sont 
ajoutSs et la solution est incubSe 10 min k 95°C. 

b. Marquage et fragmentation en une Stape : 

15 A 10 nL de PCR sont ajoutes 10 \iL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO), 5 nL 
d'HCl k 0,1 M et 75 |iL d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incubSe 30 min k 60°C. 
Le reste du protocole est identique k celui de Pexemple 17. 

RSsultats : 

20 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


a. Marquage et fragmentation en deux etapes 


99,5 


14129 


624 


22,7 


b. Marquage et fragmentation en une etape 


98,9 


4431 


667 


6,6 



Tableau 25 : Etude comparative du marquage et de la fragmentation en deux Stapes distinctes 

et en une seule Stape 



25 Comme le dSmontre le tableau 25, les rSsultats obtenus avec le protocole en une Stape sont 
satisfaisants. Ceux obtenus avec un marquage et une fragmentation en deux Stapes sont encore 
meilleurs. Cet exemple montre que les Stapes de marquage et clivage peuvent Stre dissociSes 
pour amSliorer le marquage en fonction de la cible utilisSe. 
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Exemple 36 : Marguage e t fragmentation d'amnlicons ADN dans differents formats de 
reaction : 

5 

Les amplicons d'ADN ont 6t6 prepares par amplification PCR selon le protocole dScrit dans 
1'exemple 5.1. Trois reactions de marquage ont &6 r6alis6es. 

a. Marquage et fragmentation dans un format de 250 fxL : 

10 

A 50 ^iL de PCR sont ajoutSs 75 \xL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 102,5 
liL d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incubee 25 min a 95°C. Puis 22,5 p,L d'HCl k 0,1 
M sont ajout&s et la solution est incubSe 5 min k 95°C. 

15 b, Marqua ge et fragmentation dans un format de 200 \xL : 

A 50 \iL de PCR sont ajout6s 75 jiL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 52,5 
H.L d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incubee 25 min k 95°C. Puis 22,5 \xh d'HCl k 0,1 
M sont ajoutes et la solution est incubee 5 min a 95°C. 

20 

c. Marquage et fragmentation dans un format de 150 \iL : 

A 50 nL de PCR sont ajout6s 75 ^L de /weta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 2,5 
[iL d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incub6e 25 min k 95°C. 
25 Puis 22,5 nL d'HCl 0,1M sont ajout6s et la solution est incubee 5 min a 95°C. 

Le reste du protocole est identique k celui de 1'exemple 17. 
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R6sultats : 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I(rfti) 


B(rfu) 


I/B 


a. Format de 250 juL 


100,0 


5606 


549 


10,2 


j b. Format de 200 fiL 


99,4 


5886 


557 


10,6 


c. Format de 150 fiL 


99,4 


6800 


537 


12,7 



Tableau 26 : Marquage et fragmentation selon diflfcrents formats 

5 

Les rSsultats obtenus en terme de signal et de pourcentage d'homologie sont tr6s satisfaisants 
dans tous les cas de figures. De plus, bien que le format de la reaction varie de 150 k 250 pL, 
les resultats ont des valeurs similaires. 

Cet exemple montre une flexibility du format rSactionnel du protocole de marquage pouvant 
10 accepter diff&rents volumes et notamment diffiSrents volumes de produits d'amplification. 

Exemple 37 : Comoar aison entre un protocole utilisant une 6tape de purification avant 
fragmentation et un protocole utilisant une Stape de purification apr&s fragmentation : 

15 

Les amplicons d'ADN ont 6t6 prepares par amplification PCR selon le protocole dScrit dans 
Pexemple 5.1 . Deux factions de marquage ont 6t6 r6alisees. 

a. Marquage pu rification puis fragmenta tion des am plicons ADN : 

20 

A 10 nL de PCR sont ajout6s 10 \iL de mete-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 80 
d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incub6e 10 min k 95°C. Puis la purification est 
r6alis6e selon le protocole d6crit dans Pexemple 17. A la solution d'amplicons marqu6s 
purifies 6 \xL d'HCl k 0,1 M sont ajout&j. La solution est incubte 10 min k 95°C. Quatre cents 
25 (400) \iL de tampon d'hybridation pr6chauff6 k 95°C durant 10 min sont ajout6s. 

La composition du tampon d'hybridation ainsi que le reste du protocole sont identiques k celui 
de Pexemple 17. 



WO 02/090319 



152 



PCT/FR02/01543 



b. Marquage fragmentation puis purification des amplicons ADN : 

A 10 |iL de PCR sont ajout6s 10 \iL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 77 \xh 
5 d'eau Dnase/Rnase free. La solution est incub6e 10 min k 95°C. 

Puis 3 |LiL d'HCl h 0,1 M sont ajoutSs et la solution est incub6e de nouveau 10 min k 95°C. Le 
reste du protocole est identique h celui de l'exemple 17. 

R6sultats : 

10 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


I/B 


a. Purification avant fragmentation 


98,9 


6256 


473 


13 


b. Fragmentation avant purification 


96,1 


6066 


556 


11 



Tableau 27 : Comparaison entre protocole utilisant une 6tape de purification avant 
fragmentation et protocole utilisant une 6tape de purification aprds fragmentation. 



15 Ce resultat, pr6sent6 dans le tableau 27, montre que P6tape de purification peut etre introduite 
entre les stapes de marquage et de fragmentation. De plus Pintroduction de la purification 
entre les Stapes de marquage et de fragmentation permet de r6aliser la dSnaturation pendant le 
clivage et d'hybrider sur la puce la totalite des fragments d' amplicons marqu6s. 

20 

Exemple 38 : Synthesc du 2-nitro-/7ara-BioPDAM : 
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Ethylene glycol 02 

pTsOH, tolu&ie 
Dean-Stark 



no 2 

2,4-dinitrobenzaldehyde 




Na 2 S-H 2 0 

! 

EtOH 




NH 2 



CHO 




Biotine 
iBuOCOCl 



o 



H 2 S0 4 aq HN NH 

H t£ H 

102 




o 

DMF HN A NH 
Mn0 2 ^s^"''/ 




105 



2-nitro-para-BioPDAM 



5 • Protection de l'aldShvde : 

On dissout 5 g (25,5 tnmol) de 2,4-dinitrobenzald6hyde dans 250 mL de toluene, et Ton ajoute 
20 mL d'6thyldne glycol et 150 mg d'acide jsara-tolufenesulfonique. On chauffe k reflux en 
r6cup6rant l'eau dans un syst&ne Dean-Stark pendant 6 h. On traite avec 150 mL d'EtOAc et 
10 100 mL d'H 2 0. On extrait deux fois la solution k l'ac&ate d'&hyle, on s6che la phase 
organique avec MgS0 4 puis on l'Svapore. L'huile obtenue correspondant au produit 100, est 
utilis6e pour la reaction suivante. 
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RMN *H (200 MHz, CDC1 3 ) : 8 = 8,70 (d, lH^, J= 2 Hz, H 3 ) ; 8,44 (dd, lH aro , •/= 2 Hz, 
y= 6 Hz, H 5 ) ; 8,02 (d, lH^, J~ 8 Hz, H 6 ) ; 6,49 (s, 1H, CH) ; 4,12-4,06 (m, 4H, CH 2 -CH 2 ). 

5 • Reduction du d&iv6 dinitro 100 : 

Le 2-4-dinitrobenzald6hyde proteg6 (6,4 g ; 25,5 mmol) est dissous dans un melange ethanol- 
eau (6/1), puis 2 Equivalents de Na 2 S nonahydrate (12,3 g; 51,1 mmol) sont ajout6s. Le 
m61ange r6actionnel est ensuite chauffiS pendant 30 min. Une Evaporation puis une extraction 
10 au dichlorom6thane sont r6alis6es. Apr&s sEchage et filtration, le milieu reactionnel est 
Evapore afin d'obtenir une huile, qui est directement purifiee sur colonne de silice 
(cyclohexane-acEtate d'&hyle 60/40). Le compose 101 est isol6 avec un rendement de 45 %. 

Compose 101 : F 58-60°C. - RMN *H (200 MHz, CDC1 3 ) : 7,49 (d, 1H™, J~ 2 Hz, H 3 ) ; 7,09 
15 (d, lH alo , J= 2 Hz, H 6 ) ; 6,80 (dd, lH aro , J= 2 Hz, J= 6 Hz, H 5 ) ; 6,27 (s, 1H, CH) ; 3,99-3,97 
(m, 4H, CH2-CH2). 

• Couplage avec la biotine : 

20 On solubilise la D-biotine (1,0 g ; 4,1 mmol) dans 20 mL de DMF anhydre et 600 |nL de N- 
methylmorpholine. On ajoute sous argon le cMoroformiate d'isobutyle (700 \\L ; 5,5 mmol) en 
refroidissant dans un bain glacE. On laisse sous agitation pendant 5 min, puis on ajoute 1 g 
(4,75 mmol) du compost 101 et 500 \ih de N-m&hylmorpholine. La solution est maintenue 
sous agitation h temperature ambiante pendant 4 h, puis 6vapor6e k sec. L'huile obtenue est 

25 pass6e directement sur colonne de silice avec comme solvant dilution MeOH-DCM 7 % puis 
10 %. Le produit 102 (1,1 g ; 2,52 mmol) est obtenu avec un rendement de 62 %. 
RMN *H (200MHz, DMSO-d 6 ) 5 =10,40 (s, 1H, NH-CO) ; 8,31 (d, lH^, J= 2 Hz, H 3 ) ; 7,77 
(dd, lH aro , J= 2 Hz, J= 6 Hz, H 5 ) ; 7,68 (d, lH^, J— 2 Hz, H 6 ) ; 6,43 (s large, 1H, NH-CO- 
NH) ; 6,36 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,23 (s, 1H, CH) ; 4,28 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,14 

30 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,92 (s, 4H, CH 2 -CH 2 ) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,85 et 2,76 (syst&ne 
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ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, 3 Jfex = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,29 (t, 2H, J= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 
1,61-1,39 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

• Protection de Pac&al : 

5 

On met le produit 102 (768 mg ; 1,76 mmol) en suspension dans 25 mL de THF. Tout se 
dissout aprfes ajout de 4 mL de H2SO4 2N. On laisse sous agitation pendant 2 h. On 6vapore 
puis on rince et lave a l'eau sur fritt6. Le compos6 103 (694 mg) est obtenu sous forme d'une 
poudre jaune avec un rendement de 90 %. 

10 

F 165°C. - RMN l H (200MHz, DMSO-d 6 ) 8 =10,69 (s, 1H, NH-CO) ;10,09 (s, H, CHO) ; 
8,43 (d, IHaro, J - 2 Hz, H 3 ) ; 7,91 (s, 2H aro , H 5 et H 6 ) ; 6,42 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 
(s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6 = 6,23 (s, 1H, CH) ; 4,29 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,13 (m, 1H, 
CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,78 (syst&ne ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 
15 Hz, V BX = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,29 (t, 2H, /= 8 Hz, CH 2 -CO) ; 1,61-1,39 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

• Formation de Phvdrazone 104 : 

On met F aldehyde 103 en suspension dans l'Sthanol et Ton chauffe a 80°C. Quand on ajoute 
20 Phydrazine, tout se dissout et la solution se colore imm&iiatement en orange. Un pr6cipit6 se 
forme aprds 5 min. On chauffe sous agitation pendant 1 h. On filtre sur fritte puis on s6che le 
precipit6. Le produit 104 (700 mg ; 690 mmol) est obtenu avec un rendement de 98 %. 

F 169°C. - RMN *H (200MHz, DMSO-d 6 ) 6 =10,31 (s, 1H, NH-CO) ; 8,31 (d, lH aro , J=2 
25 Hz, H 3 ) ; 7,96 (s, H, CHO) ; 7,87 (d, lH^, J= 2 Hz, H 6 ) ; 7,68 (dd, lH^, J= 2 Hz, 7= 6 Hz, 
H 5 ) ; 7,31 (s, 2H, NH 2 ) ; 6,42 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,34 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 
4,29 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 4,13 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,78 
(syst&ne ABX, 2H, Vab= 5 Hz, Vax = 12 Hz, Vbx = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,29 (t, 2H, J — 8 Hz, 
CH2-CO) ; 1,61-1,39 (m, 6H, (CH 2 ) 3 ). 

30 
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• Formation du diazo 105 : 

On dissout le compost 104 (200 mg ; 0,492 mmol) dans 8 mL de DMF. On ajoute 400 mg de 
Mn02. On agite vigoureusement pendant 10 min. On filtre sur millipore contenant de la c61ite 
5 (6paisseur : 2 cm) et du tamis mol6culaire en poudre 3 A (0,5 cm). On 6vapore k sec puis on 
lave k P6ther. On filtre de nouveau sur millipore. Le compost 105 (1 80 mg ; 0,445 mmol) est 
obteriu sous forme d'une poudre orange avec un rendement de 98 %. 

F 155°C. - RMN ! H (200MHz, DMSO-d 6 ) 5 =10,21 (s, 1H, NH-CO) ; 8,60 (d, lH^, J = 2 
10 Hz, H 3 ) ; 7,77 (d, lH^, J= 6 Hz, H 5 ) ; 7,22 (d, lHan>, 6 Hz, H 6 ) ; 6,60 (s, H, CH-N) ; 6,41 
(s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,33 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,29 (m, 1H, CH 2 -CH-NH) ; 
4,13 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,78 (systeme ABX, 2H, 2 J AB = 5 Hz, 
Vax - 12 Hz, 3 J B x = 0 Hz, CH 2 -S) ; 2,29 (t, 2H, 7=8 Hz, CH 2 -CO) ; 1,61-1,39 (m, 6H, 
(CH 2 ) 3 ). 

15 

La reactivite du compose 105 a 6t6 test6e sur 3 -Uridine-monophosphate suivie par 
61ectrophordse capillaire. Les conditions d'analyse sont celles de l'exemple 6.1. Les r6sultats 
montrent un temps de demi reaction de 45 minutes. 
La stabilite du reactif est sup6rieure a 1 mois a -20°C 

20 

Exemple 39 : Marquage d'ARN par le derivS 2Hnitro-zMrra-BioPDAM : 

Le d6riv6 2-nitro-/?ara-BioPDAM 105 a et6 pr6par6 selon le protocole d6crit dans l'exemple 
38. Les ARN transcrits ont 6t6 obtenus selon le protocole d6crit dans l'exemple 5.2. Le 
25 proc6d6 de marquage et fragmentation est effectuS en une 6tape avec le r6actif 2-nitro-^para- 
BioPDAM dans les conditions dScrites dans le tableau 28 ci-dessous. Deux reactions de 
marquage ont 6t6 r6alis6es : 
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a, Marquaee par le d6riv6 2-nitro-para-BioPDAM : 

A 10 jiL de transcrits sont ajout6s 2 \xL de 2-nitro-/?ara-bioPDAM (100 mM dans du DMSO), 
3 jaL d'imidazole (1M dans l'eau), 5 \xL de MnCb et 85 |J,L d'eau Dnase/Rnase free. 
5 Cette solution est ineub6e 10 min k 60°C. 

Le reste du protocole est identique h celui de 1'exemple 8. 

b. Marquaee par le r6actif roeta-BioPMDAM : 

10 A 10 de transcrits sont ajoutSs 2 jiL de meta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO), 3 
HL d'imidazole (1 M dans Peau), 5 \xL de MnCfe et 85 p,L d'eau Dnase/Rnase free. Cette 
solution est incubee 10 min & 60°C. 
Le reste du protocole est identique a celui de Texemple 8. 

15 R6sultats : 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I(rfu) 


B(rfu) 


l/B 


30 mM Im pH 9,5 ; 5 mM MnCfe 
2 mM 2-nitro-/>ara-BioPDAM 
5 min k 60°C 


98,9 


14911 


656 


22,7 


30 mM Im pH 9,5 ; 5 mM MnCfe 
2 mM mefa-BioPMDAM 
10min&60°C 


98,4 


13611 


694 


19,6 



Tableau 28 : Etude comparative du marquage d'ARN par le d6riv6 2-nitro-/** ra- 
BioPDAM vis-a-vis du d&iv6 meta-BioPMDAM 

20 

On voit bien dans le tableau 28 que le d6riv6 2-nitro-para-BioPDAM donne de bons rdsultats 
de marquage sur les ARN. Des substitutions telles que le groupement nitro peuvent Stre 
utilises pour moduler la r6activit6 et la stability des marqueurs portant la fonction 
diazom&hyle. 
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Exemple 40 : Marquage et fragmentation des amplicons d'ADN avec le reactif de 
marquage 2-nitro-pqra-BioPDAM : 

5 

Le derive 2-iutxo-j9ara-BioPDAM a 6t6 obtenu selon le schema r6actionnel dScrit dans 
l'exemple 38. Les amplicons ADN ont 6t6 prepares par amplification PCR selon le protocole 
decrit dans l'exemple 5.1. Deux reactions de marquage ont et6 realis6es. 

10 a. Marquage par le r6actif 2-nifro-para-BioPDAM : 

A 10 pL de PCR sont ajoutes 2 \xh de 2-nitro-/?ara-BioPDAM (100 mM dans du DMSO), 
5pL d'HCl h 0,1 M et 83 jiL d'eau Dnase/Rnase free. Cette solution est incubee 30 min a 
60°C. 

15 

b. Marquage par le r6actif meta-bioPMDAM : 

A 10 \iL de PCR sont ajoutes 2 \xL de wieta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO), 5\xL 
d'HCl h 0,1 M et 83 \\L d'eau Dnase/Rnase free. Cette solution est incubSe 30 min k 60°C. 

20 

Le reste du protocole est identique & celui de l'exemple 17. 
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R&sultat : 



Protocole utilise 


Homologie (%) 


I (rfu) 


B(rfu) 


I/B 


a. Marquage par le reacft/2-nitro- 
jpara-BioPDAM 


100,0 


24392 


899 


27,1 


b. Marquage par le reactifmita- 
BioPMDAM 


98,9 


21883 


774 


28,3 



Tableau 29 : Etude comparative du marquage d' ADN par le d6riv6 2-nitro-para- 
5 BioPDAM vis-a-vis du d6riv6 meta-BioPMDAM 

Le reactif 2-nitro-/?ara-BioPDAM utilis6 pour le marquage de PADN donne des resultats 
int6ressants en terme d'intensite de marquage et de pourcentage d'homologie. 

10 

Exemple 41 : Insertion d'une double liaison entre la fonction diazom&hvle et le noyau 
phenvle. floignement dn DAM et svnthcsc d'une molecule particulierement adaptee h cet 
eloigttement : 

15 L'objectif vis6 est Teloignement de la fonction diazom&hyle (DAM) de la structure 
aromatique pour minimiser l'effet de l'encombrement sterique lors de l'alkyaltion des 
phosphates et aussi lors de Phybridation de l'acide nucleique marqu6 avec sa sequence 
compl&nentaire. 



WO 02/090319 
Sch6ma de synthase : 



160 



PCI7FR02/01543 




5 

Pour la reaction aldolique de formation du (para-m6thoxycarbonyl)-sty^ 89, on 

utilise Tacetoac&ate d'ethyle pour la forte acidity des protons du methylene, ce qui facilite 
Tattaque du groupement formyl, avec Elimination posterieure de H2O (favoris6e par la 
conjugaison de la double liaison avec l'anneau aromatique) et decarboxylation par hydrolyse 
10 due au milieu basique. Le reste de la synthase est similaire a ce qui a 6t6 montr6 dans les 
autres exemples. 

Le produit final /?ara-Bio-EG 3 -SMDAM 90, poss&de deux carbones de plus entre le 
diazom&hyle et l'anneau aromatique, ce qui limite les possibles probl&nes st6riques, tout en 
conservant la stabilisation du diazom6thyle par le syst&ne aromatique par conjugaison. 

15 
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Exemple 42 : Capture et detection d'un acide nucl6iaue sur un support 
solide comprenant des groupements diazom&hyles : 

5 La r6activit6 d'une r6sine portant des groupements diazomethyle a 6t6 6tudi6e pour determiner 
sa capacity k Her des acides nucieiques. 

La 4-(Diazomethyl)phenoxymethyl-polystyrene (reference 17338, Fluka) est une resine decrite 
pour son pouvoir k Her les groupements carboxyliques, en particuliers ceux presents dans les 
10 proteines (G. Bhalay, A.R. Dunstan, Tetrahedron Lett 39, 7803 - 1998), mais elle n'est pas 
decrite pour sa capacity k Her les molecules d'ADN. Nous avons teste la possibility de 
capturer des acides nucieiques avec ce reactif, et de les reveler par un test colorim6trique. 

L'experience est r6alis6e avec une partie des r6actifs pr6sents dans le kit HLA-DR oHgo- 
15 detection (reference 33 202, bioMerieux, France principe de base d6crit dans le brevet EP 
549 776-B1), permettant la detection d'acides nucieiques amplifies par PCR dans des 
microplaques, par lecture colorim&rique. Dans le cadre de l'exp6rience decrite, on fait 
r6agir simultandment des acides nucieiques produits par PCR avec la resine test6e, ainsi 
qu'avec une molecule de /?ara-Bio-EG3-PDAM, dont la synthese est ^voquee dans 
20 l'exemple 28. Si l'ADN r6agit avec les fonctions diazomethyle pr6sentes sur les deux 
composes, il sera possible de le reveler, aprds lavage et elimination des molecules fixees de 
maniere non covalente, grace a une reaction colorimetrique faiant intervenir une enzyme 
coupiee k la streptavidine. La streptavidine est associ6e k une peroxydase de raifort, cet 
enzyme pouvant decomposer une molecule d'OrthoPhenyldne Diamine (reactif Color 1 du 
25 kit) en un compose detectable a une longueur d'onde de 492 nm. 

Exemple 42.1 : Capture et detection de PADN : 

On incube 10 mg de resine pendant 30 minutes k 60°C avec 50 ^iL de PCR realis6es comme 
30 decrit dans l'exemple 5.1, dans 400 \xL d'eau pure (Sigma) additionnee de 5 \iL de para-Bio- 
EG3-PDAM. On lave ensuite cette r6sine par 500 |iL de tampon PBS tween (Reactif Color 0 
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HLA du kit, PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 0,01 g/L). On remet en 
suspension alors la r6sine dans 100 \xL de PBS Tween, et 250 |iL de tampon d'hybridation 
streptavidine (PBS pH 7,0; TWEEN 0,5 %) addition^ de streptavidine HRP (S-911, 
MOLECULAR PROBES, EUGENE, OR, USA) dilu6 au 1/10000. On incube le ra61ange 

5 r6actionnel 30 min k temperature ambiante. On lave ensuite la r6sine trois (3) fois par 500 \iL 
de tampon PBS tween, et on l'incube k temperature ambiante en presence de r£actif 
chromog&iique (1 Comprint Color 1, Chlorhydrate d'orthoph&iytene diamine, dilu6 dans 5 
mL de tampon Color 2, Phosphate de sodium 100 mM, acide citrique 50 mM, H 2 0 2 0,03% ). 
Aprds une incubation de 20 min £ PobscuritS, la reaction est ensuite bloqu6e par 50 \iL de 

10 H2SO4 (1, 8 N r6actif Color 3). Le surnageant est alors pipet6 et plac6 dans une microplaque 
pour lire Pabsorbance du milieu r6actionnel k 492 nm. 

Exemple 42.2 : TSmoin sans acide nucleique : 

15 On incube 10 mg de r6sine pendant 30 minutes k 60°C dans 425 \iL d'eau pure (Sigma) 
additionnee de 5 |iL de /?ara-Bio-EG3-PDAM. On lave ensuite cette r6sine par 500 \xL de 
tampon PBS. On traite alors l'6chantillon de fa9on identique k processus d6crit k l'exemple 
42.1. 

20 Exemple 42,3 : T6moin avec PCR r£alis£e sans cibles : 

On incube 10 mg de r6sine dans 400 \iL d'eau pure additionn6e de 5 \iL de jrara-Bio-EG3- 
PDAM pendant 30 minutes k 60°C, avec 50 \iL de PCR r6alis6e avec un volume de 25 \xL 
d'eau pure k la place du volume PADN genomique d6crit. On lave ensuite cette r6sine par 500 
25 (LtL de tampon PBS. On traite alors l'echantillon de fa9on identique au processus d6erit k 
l'exemple 42.1. 

Exemple 42.4 : T£moin avec PCR sans molecule de rdv&ation : 

30 On incube 10 mg de rSsine avec 50 |iL de PCR dans 400 |iL d'eau pure pendant 30 minutes k 
60°C. On lave ensuite cette r6sine par 500 nL de tampon PBS. On traite alors l'Schantillon de 
fa9on identique au processus dScrit k l'exemple 42.1. 
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Exemple 42*5 : Tlmoin avec acide nucieique non capture : 

On incube 10 mg de r6sine pendant 30 minutes k 60°C avec 400 \xL d'eau pure additionn6e de 
5 5 jiL de^ara-Bio-EGS-PDAM. On lave ensuite cette r6sine par 500 de tampon PBS tween 
(R6actif Color 0 HLA du kit, PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 0,01 
g/L). On resuspend alors la r6sine dans 100 |iL de PBS Tween, et 250 \iL de tampon 
d'hybridation streptavidine additionn6 de streptavidine HRP dilue au 1/10000 &ne. A cette 
preparation est rajout6e 50p.L d'une preparation d'ADN pr6par6e comme suit : 

10 

On rajoute 5 \iL de /?ara-Bio-EG3-PDAM et 70 fiL d'eau pure a 25 |iL d'ADN provenant 
d'une PCR prepare comme d6crit dans 1'exemple 5.1. Ce melange est incube 30 min k 60°C, 
puis l'exces de marqueur est eiimine en soumettant la preparation k une purification sur 
colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne) suivant le protocole 
15 recommande par le fournisseur, en effectuant une eiution finale dans un volume de 50 pL. 

Le melange reactionnel est incube 30 min k temperature ambiante, puis il est traite suivant le 
processus decrit k V exemple 42.1. 

20 R6sultats 



Conditions 


Absorbance a 492 nm 


Ex. 42.1 : ADN capture sur R6sine 


527 


Ex. 42.2 : Sans acide nucieique 


249 


Ex. 42.3 : PCR sans cible 


261 


Ex. 42.4 : Temoin sans marqueur 


264 


Ex. 42.5 : Acide nucieique non capture 


249 



Tableau 30 : Etude de la r6activite d'une r6sine portant des groupements diazomethyle 
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Dans le tableau 30, une forte valeur colorim&rique indique une forte concentration coenzymes 
dans le milieu r6actionnel, correspondant k une presence importante d'acide nucl6ique portant 
des d6riv6s biotines. Les t£moins indiquent que le signal n'est pas dfi k une adsorption non 
spScifique de l'ADN sur la bille, k une reaction du j?ara-Bio-EG3-PDAM sur la r6sine, ou k 
5 une adsorption de la streptavidine HRP sur la r£sine, mais bien a la presence d' ADN capture 
de fa9on covalente et marque par le para-Bio-EG3~PDAM. 

Exemple 43 : Mar qu age d'un produit PCR permettant sa capture et sa detection dans 
10 une microplaque : 

H est montre dans cet exemple la possibility de marquer une molecule d* ADN avec un seul 
type de molecule portant une fonction diazomethyle, de fagon k capturer et k detecter cet 
acide nucieique en une seule etape, sur une microplaque. 

15 

1/ experience est r6alis6e avec une partie des reactifs present dans le kit HLA-DR oligo- 
detection (reference 33 202, bioMterieux), permettant la detection d'acides nucieiques 
amplifies par PCR dans des microplaques, par lecture colorimetrique. Dans le cadre de 
1'experience d6crite, on fait reagir du para-Bio-EG3-PDAM, dont la synthase est decrite 

20 dans 1'exemple 28, sur des acides nucieiques produits par PCR. L'ADN r^agit avec les 
groupements diazomethyle de la molecule, et se trouve ainsi dot6 de biotines greffe sur ses 
phosphate. II sera alors possible de capturer Pacide nucieique par incubation sur une 
microplaque oil des molecule de streptavidine sont adsorbees, et de le reveler, gr&ce a une 
reaction colorim&rique.On utilise un r^actif de detection qui est aussi une molecule de 

25 streptavidine, associee k une peroxydase de raifort (Horse Radish Peroxidase, HRP). Dans 
les condition utilises, la peroxydase peut decomposer une molecule d'QrthoPhenyiene 
Diamine (r6actif Color 1 du kit) en un compost detectable k une longueur d'onde de 492 
nm. 
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Exemple 43.1 : Capture et detection de PADN issu de PGR, sur microplaque : 

On marque 10 ^L d'ADN obtenu par amplification PCR comme d6crit dans Pexemple 5.1 
en Pincubant 30 min h 60°C dans 80 \iL d'eau pure (Sigma) additionn6e de 10 ^iL de para- 

5 Bio-EG3-PDAM. Aprds marquage, PADN est purifte sur colonne QIAquick (Nucleotide 
Removal Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne) suivant le protocole recommand6 par le 
foumisseur, et P61uat final est recueilli dans 50 \xh de tampon EB (Tris EDTA 10 mM, pH 
8,5). Vingt (20) jxL de cet tot est dilu6 dans 180 ^L de tampon PEG (0,1 M Na P03 ; 0,5 
M NaCl ; 0,65% Tween 20 ; 0,14 mg/mL ADN de spenne de Saumon (Gibco) ; 2 % PEG 

10 4000) additionnS de streptavidine HRP (S-911, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 
diluee au 1/10 000. Cent (100) jiL de cette preparation sont ensuite incubus - 1 heure k 
37°C, soit dans un puits de Combiplate 8, streptavidine coated, (r6fiSrence 95029263, 
Labsystem, Helsinki, Finlande) soit dans un puits t6moin, provenant d'une barrette 
Maxisorb. (Nunc, Danemark). 

15 

Exemple 43.2 : Realisation de t6moins : 

Des temoins sont simultanement realises de la maniere suivante : 

20 A - T&noin de marquage sans ADN : 

Quatre-vingt-dix (90) \xL d'eau pure additionnSs de 10 |iL de /?ara-Bio-EG3-PDAM sont 
incubes 30 min k 60°C. Le melange r6actionnel est ensuite trait6 de fa9on similaire au 
processus prec6demment d6crit h V exemple 43.1. 

25 B = Temoin de marquage sans marqueurs : 

Dix (10) d'ADN obtenus par amplification PCR, comme d6crit dans Pexemple 5.1, 
sont incub6s 30 min h 60°C dans 90 d'eau pure. Le melange r^actionnel est ensuite 
trait6 de fa9on similaire au processus pr6c6demment d6crit £ Pexemple 43.1. 

30 Toutes les barrettes sont ensuite lav6es par trois fois 100 ^1 de tampon PBS Tween 
(R6actif Color 0 HLA du kit, PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 0,01 
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g/L) puis la presence de streptavidine HRP est r6v616e par addition de 100 \xL du r6actif 
chromog&uque (1 Comprint Color 1, Chlorydrate d'orthophSnylene diamine, dilu6 dans 5 
mL de tampon Color 2, Phosphate de sodium 100 mM, acide eitrique 50 mM, H2O2 
0,03%), incub6 20 min dans P obscurity, la reaction 6tant ensuite bloqu6e par 50 \xL de 
5 H2SO4 (1,8 N R6actif Color3). L'absorbance du milieu r6actionnel est alors mesuree k 492 
nm. 

R6sultats : 



Conditions 


Combiplate 


Tcmoin maxisorp 


A - ADN marqu6 


1382 


152 


B - ADN non marqu6 


178 


136 


C - Sans ADN 


140 


192 



10 

Tableau 31 : Detection d'ADN captur<§ et marquS par du para-Bio-EG3 -PD AM 

Inexperience, expos£e dans le tableau 31, montre done que l'ADN marquS par du para-Bio- 
EG3-PDAM peut 6tre capture et d&ecte en une seule 6tape dans un pui ts de microplaque. 
15 Comme Pindique les t&noins de reaction, le signal g6n£r6 est uniquement du a l'ADN et ne 
r6sulte pas d'une adsorption non sp6cifique de Pacide nucl&que sur la paroi de la 
microplaque, ou sur la streptavidine, ou bien k une reaction non specifique de la streptavidine 
HRP sur PADN non marque, ou sur le plastique de la microplaque. 

20 

Exemple 44 : Double marquaee d'un produit PCR permettant sa capture et sa detection 
sur un support solide de type microplaque : 

II est montr6 dans cet exemple la possibility de marquer avec deux molecules, porteuses de 
25 fonctions diazom&hyles, et en une seule 6tape, une molecule d'ADN, de fa9on la capturer 
et k la d&ecter sur une microplaque. 
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L'exp&ience est r6alis6e avec une partie des r6actifs present dans le kit HLA-DR oligo- 
d&ection, permettant la detection d'acides nucl6iques amplifte par PCR dans des 
microplaques, par simple lecture colorimetrique. Dans le cadre de Pexp6rience dScrite, on 
fait r6agir simultan&nent sur des acides nucl&ques produits par PCR du : 
5 • l-Pyr6nyldiazom6thane(PDAM), et 
• para-Bio-EG3 -PD AM. 

Si 1'ADN r6agit avec les fonctions diazom&hyle prSsentes sur les deux compos6s, il pourra 
se fixer sur un support portant des anticorps anti-pyrdne, et il sera possible de le r6v61er 
avec une molecule de stxeptavidine assoctee k une p6roxydase de raifort. Cette enzyme 
10 peut decomposer une molecule d'OrthoPh&iytene Diamine, faisant office de reactif de 
revelation, en un compost detectable a une longueur d'onde de 492 nm. 

Exemple 44.1 : Double marquage de l'ADN et detection sur microplaque : 

15 On a adsorb^ sur des barrettes Maxisorp huit (8) puits, des anticorps anti-pyrene, en 
incubant une nuit k temperature ambiante 100 \iL d'une solution de 1,1 nL d' anticorps 
anti-pyr6ne dilu6s dans 100 nL de tampon bicarbonate (0,05M pH 9,6). De tels anticorps, 
appeles Rabbit anti-pyrene (Ref. : YSRT-AHP236) sont disponibles chez Accurate 
Chemical & Scientific (Westbury, New York, USA). Bien entendu, ceci aurait pu etre 

20 r6alis6 avec d'autres anticorps commercialement disponibles, sans qu'il y ait de r6sultats 
divergents par rapport a ceux que nous avons obtenus dans cet exemple. 

On a ensuite marqu6 10 pL d'ADN obtenu par amplification PCR, comme d6crit dans 
Texemple 5.1, en Tincubant 30 min k 60°C dans 40 d'eau pure (Sigma), 10 pL de 
25 para-Bio-EG3 -PD AM, 2 \xL de PDAM (P-1405, 1-pyrenyldiazomethane, Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA) et 38 de DMSO. 

Aprds marquage, l'ADN a 6t6 purifi6 par utilisation d'un kit QIAquick (QIAGEN) et 
l'61uat final k 6t6 recueilli dans 50 \iL de tampon EB (Tris EDTA 10 mM, pH 8,5). Vingt 
(20) \iL de cet 61uat a 6t6 dilu6 dans 180 \xL de tampon PEG (0,1 M Na P03 ; 0,5 M 
30 NaCl ; 0,65 % Tween 20 ; 0,14 mg/mL ADN de sperme de Saumon (Gibco) ; 2 % PEG 
4000) addition^ de streptavidine HRP (S-911, MOLECULAR PROBES, EUGENE, OR, 
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USA) dilute au 1/10 000. Cent (iOO) |iL de cette preparation ont 6t6 ensuite incubfe 1 
heure k 37°C, soit dans un puits de barrette Maxisorp adsorb^ soit dans un puits t£moin, 
non adsorb^. 

5 Exemple 44,2 : Realisation de teraoins : 

Des t&noins ont 6t€ simultan&nent realises de la maniere suivante : 

A - T&noin de marquage avec pa/-fl-Bio-EG3-PDAM seul : 

10 Dix (10) \xL d'ADN obtenus par amplification PCR, comme d6crit dans l'exemple 5.1, 
sont marqu6s par incubation de 30 min k 60°C dans 90 yiL d'eau pure additionn6e de 10 
|j,L de j?ara-Bio-EG3-PDAM. Aprfes marquage, TADN est purifie par utilisation d'un kit 
QIAquick et l'61uat final est recueilli dans 50 \iL de tampon EB. Vingt (20) |iL de cet 61uat 
est dilu6 dans 180 [iL de tampon PEG addition^ de streptavidine HRP dilute au 1/10 000. 

15 Cent (100) \xL de cette preparation sont ensuite incubus 1 heure k 37°C, soit dans un puits 
de barrette Maxisorp adsorbe, soit dans un puits non adsorb^. 

B - T&noin de marquage avec PDAM : 

Dix (10) \xL d'ADN obtenus par amplification PCR, comme d£crit dans Texemple 5.1, 
20 sont marqu6s par incubation de 30 min k 60°C dans 90 \xh d'eau pure additionn6e de 2 \iL 
de PDAM et 38 ixL de DMSO. Apres marquage, l'ADN est purifi6 par utilisation d'un kit 
QIAquick et Peluat final est recueilli dans 50 \xL de tampon EB. Vingt (20) jiL de cet 61uat 
est dilue dans 1 80 \iL de tampon PEG addition^ de streptavidine HRP diluee au 1/10 000. 
Cent (100) jxL de cette preparation sont ensuite incubus 1 heure & 37°C, soit dans un puits 
25 de barrette Maxisorp adsorbe, soit dans un puits non adsorb^. 

C = T6moin sans marquage : 

Dix (10) |iL d'ADN obtenus par amplification PCR, comme d£crit dans Pexemple 5.1, 
sont incubus 30 min k 60°C dans 100 \iL d'eau pure. Apr6s marquage, l'ADN est purifte 
30 par utilisation d'un kit QIAquick et l'61uat final est recueilli dans 50 de tampon EB. 
Vingt (20) \iL de cet 61uat est dilu6 dans 180 \xL de tampon PEG additionn6 de 
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streptavidine HRP dilute au 1/10 000. Cent (100) \xL de cette preparation sont ensuite 
incubes 1 heure k 37°C, soit dans un puits de barrette Maxisorp adsorb^, soit dans un puits 
non adsorb6. 

5 Les barrettes sont ensuite lav6es par trois fois 100 |iL de tampon PBS Tween (color 0) puis 
la presence de streptavidine HRP est r6v616e par addition de 100 du r6actif 
chromog&iique (Color 2), incub£ 20 min dans P obscurity la r6action 6tant ensuite bloqu6e 
par 50 \iL de H2SO4 (Color3). L'absorbance du milieu rSactionnel est alors mesur6e k 492 
nra. 

10 

R6sultats : 



Conditions 


Anticorps anti-pyrfene 
adsorbes sur plaque 
(rfu) 


Temoin plaque 
non adsorbee 
(rfu) 


Ex* 44.1 : ADN marqu6 PDAM + para-Bio- 
EG3-PDAM 


348 


16 


Ex. 44.2.A : ADN marquS j7ara-Bio-EG3- 
PDAM 


44 


19 


Ex. 44.2.B : ADN marque PDAM 


68 


12 


Ex. 44.2.C : ADN non marqu6 


75 


19 



Tableau 32 : Double marquage de P ADN par le PDAM et le /?ara-Bio-EG3-PDAM 

15 

Le r6sultat du tableau 32 montre clairement un signal important resultant de la capture de 
l'ADN dans les puits par les anticorps anti-pyr&ie, ainsi que le marquage simultan6 de celui-ci 
par la streptavidine HRP, qui s'est fix6e. Comme le montre P absence de signal au niveau des 
t6moins, cette detection est sp6cifique de PADN marqu6, et n'est pas h Padsorption non 
20 spScifique de PADN ou de la streptavidine HRP sur le plastique, ou h une liaison non 
spScifique de Penzyme sur PADN capture Cet exemple montre done qu'il est possible de 
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r^aliser un double marquage de PADN en une seule etape, ce double marquage pouvant §tre 
utilise pour le capturer et le detecter simultanement 

5 Exemple 45 ; Marquage d'un produit PCR permettant simultanement sa capture et sa 
detection par sondes nucleiques complementaires : 

Cette experience pennet de demontrer qu'il est possible de detecter spetifiquement un 
ADN, ledit ADN etant capture sur une surface solide en utilisant la reactivite de la fonction 
10 diazom6thyle vis-a-vis d'un groupement phosphate de PADN. 

L' experience est realis6e avec une partie des r6actifs presents dans le kit HLA-DR oligo- 
detection (reference 33 202, bioMerieux, France), permettant la detection d'acides 
nucleiques amplifie par PCR dans des microplaques, par lecture colorimetrique. Dans le 

15 cadre de Pexp6rience d6crite, on fait reagir du para-Bio-EG3-PDAM sur des acides 
nucleiques produit par PCR. L' ADN r6agit avec les fonctions diazomethyle de la molecule, 
et se trouve ainsi dote de biotines greff6es sur ses phosphates. H sera alors possible de 
capturer Pacide nucieique par incubation sur une microplaque oH des molecule de 
streptavidine sont adsorbees, et de le reveler, grfice a une sonde constitue par un 

20 oligonucleotide compl&nentaire de la sequence capturee, associee h une p&oxydase de 
raifort, cette enzyme pouvant decomposer des molecules incolores d'OrthoPhenylene 
Diamine (r^actif Color 1 du kit) en un compost detectable k une longueur d'onde de 492 
nm. 

25 Exemple 45.1 : Capture et detection specifique de l'ADN sur microplaque : 

On realise en double le marquage de 10 \xL d'ADN, obtenu par amplification PCR, en 
Pincubant 30 min h 60°C avec 20 \iL de /?ara-Bio-EG3-PDAM. Aprds marquage, l'ADN 
est purifie sur colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne) 
30 suivant le protocole recommande par le fournisseur et Peiuat final est recueuilli dans 50 jxL 
de tampon EB (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5). Quatre-vingt-cinq (85) \xh du melange de ces 
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eiuats sont denatures par 8,5 \xL de r6actif R4 (NaOH 2N) durant 5 min k temperature 
ambiante, puis la solution est ensuite neutralisee par 8,5 pJL de r6actif R5 (acide ac6tique 2 
N). On rajoute au melange 850 \iL de tampon d'hybridation (R6 - Tris-HCL 10 mM, pH 
7,0 BND 0,2 g/L, Ciproflaxacine 0,01 g/L.) et 85 \iL ^oligonucleotide de detection (R7 - 

5 Phosphate de sodium 4 mM, Phosphate de potassium 1 mM, pH 7,0, Serum albumine 
bovine 0,1 %, Phenol 0,5%). Cent (100) \iL de cette preparation sont depos6s soit sur le 
contr61e positif d'une barrette Rl fournie avec le kit, (hybridation avec une sequence 
consensus du g£ne amplifi6), soit sur une plaque Combiplate 8 streptavidine coated 
(reference 95029263, Labsystem, Helsinki, Finlande), soit sur une plaque temoin Maxisorp 

10 (Nunc, Danemark). 

Parallelement, la m&ne reaction d'hybridation est realisee sur une dilution, dans du 
tampon EB, au dixidme et au centieme, de la preparation d'ADN, afin de tester la 
sensibilite de la technique. 

15 

Exemple 45.2 : Realisation des temoins : 

Des temoins ont 6te simultanement realises de la maniere suivante : 

20 A - Comparaison au kit HLA-DR : 

Dix (10) \iL d'ADN obtenus par amplification PCR, comme decrit a 1' exemple 5.1, sont 
incubes 30 min h 60°C avec 20 \xL de para-Bio-EQ3 -PD AM. Aprds marquage, l'ADN est 
purifie sur colonne QIAquick, et reiuat final est recueilli dans un volume de 50 p,L de 

25 tampon EB. Les 45 fiL d'61uat sont denatures par 4,5 [iL de r6actif R4 durant 5 min h 
temperature ambiante, puis la solution est neutraiisee par 4,5 |iL de reactif R5. On rajoute 
au melange 450 \xL de tampon d'hybridation R6 et 45 \xL d' oligonucleotide de detection. 
Cent (100) \iL de cette preparation sont deposes soit sur le contrfile positif d'une barrette 
Rl fournie avec le kit (capture par une sequence consensus du gdne amplifie), soit sur une 

30 plaque Combiplate 8 streptavidine, soit sur une plaque temoin Maxisorp. 
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B - Hybridation r6alis6e sur un ADN ne s'hvbridant pas k la sonde sp6cifique : 

Dix (10) nL d'ADN obtenu par amplification PCR, corame d6crit dans Pexemple 5.1, sont 
incubus 30 min & 60°C avec 20 \xL de jpara-Bio-EG3 -PD AM. On traite alors l'6chantillon de 
5 fa9on identique h processus decrit pr6c6demment dans Pexemple A. 

C - Tfonoin sans ADN : 

Dix (10) \iL de rSactif R6 (tampon d'hybridation) et 100 de reactif R7 (oligonucleotide 
10 de detection) sont d6pos6s soit sur le contr61e positif d'une barrette Rl fournie avec le kit, 
sur une plaque streptavidine, soit sur une plaque t&noin de type Maxisorp. 

Toutes les barrettes des trois essais ci-dessus sont incub6es une heure et demie h 37°C, 
puis lav<§es par trois fois 100 \iL de tampon PBS Tween (reactif color 0 HLA) puis la 
15 presence de la sonde de detection sp^cifique est r6v6l6e par addition de 100 \xL du r6actif 
chromog6nique (R6actif Color 2, , PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 
0,01 g/L), incube 20 min dans PobscuritS, la reaction &ant ensuite bloquee par 50 \xL de 
H2SO4 (1,8 N reactif Color 3). L'absorbance du milieu rSactionnel est alors mesuree h 492 
nm. 

20 

R6sultats : 



Conditions 


Barette R1 Kit HLA DR 
(Capture sp6cifique) 


Combiplate 
(Streptavidine) 


Maxisorp 
(Tdmoin) 


A - ADN marque - Ex 45.1 


1215 


2160 


16 


A - ADN marque (diiue au 1/10eme) 


NA 


900 


NA 


A - ADN marque (dilue au 1/1 00§m e) 


NA 


53 


NA 


B - T6moin ADN non marque - Ex 45.2 A 


1153 


40 


17 


C- T6moln ADN bact6rien - Ex 45.2 B 


24 


15 


NA 


D - Temoin sans ADN - Ex 45.2 C 


13 


12 


17 



Tableau 33 : Detection sp6cifique sur microplaque d'un ADN issus de PCR 
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Les r&sultats du tableau 33 indiquent une excellente amplification de la cible permettant 
d'envisager une utilisation dans un cadre diagnostic. Cet exemple montre que le marquage au 
niveau des groupements phosphate permet la capture de TADN et n'empeche par 
5 Thybridation spScifique sur celui-ci. 

Exemple 46 : Capture et amplification d'ADN issu (Tun lvsat bacterien et marquS par le 
pflra-Bio-EG3-PDAM : 

10 Cet exemple montre qu'il est possible de capturer et d'amplifier un ADN bacterien en utilisant 
une capture bas6e sur la rSactivite de la fonction diazomethyle sur le phosphate de Pacide 
nucl&que. 

Dans le cas present, les acides nucleiques contenus dans un lysat bacterien et marqu6s par du 
15 j9ara-Bio-EG3-PDAM, sont captures sur des billes magn&iques recouvertes de streptavidine. 
L'utilisation de billes magn6tiques permet d'immobiliser celles-ci par aimantation lors des 
lavages successifs visant k 61iminer les r&sidus cellulaires, presents dans le milieu reactionnel, 
ces r6sidus devant etre 61imin6s car ils peuvent inhiber 1* amplification par PCR qui est 
pratique par la suite. 

20 Les produits d'amplification ont pu 6tre analyses par passage sur puces k ADN. 

L'ADN bacterien est obtenu par lyse des cellules contenues dans une culture de 
Mycobacterium tuberculosis. La lyse s'effectue par lyse m6canique. Plus pr6cis6ment, elle est 
r6alis6e par sonication, P6chantillon liquide trait6 contenant des billes de verre. Un tel proc6d6 

25 est d6jk bien d6crit par la Demanderesse dans sa demande de brevet WO-A-99/15621, en ce 
qui concerne les billes, et dans sa demande de brevet WO-A-00/60049, en ce qui concerne la 
sonication. La sonication peut 6galement etre r6alis6e k 1'aide d'un bain liquide. 
Toutefois d'autres techniques, connues de rhomme du metier, peuvent §tre utilisSes comme 
celles d6crites dans le brevet US-A-5,902,746 et les demandes de brevet WO-A-98/54306 et 

30. WO-A-OO/05338. Tous ces titres de Propri6t6 Industrielle appartiennent k la Demanderesse. 
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L'ADN bact&ien a 6t6 quantifte par Picogreen (P-7589 ; Molecular Probes, Eugene, OR, 
USA)suivant le protocole ctecrit par le fournisseur, h une concentration de 10 7 copies par \xL. 

Dix (10) |iL de lysat sont incub6s en presence de 20 jxL de /?ara-Bio-EG3-PDAM durant 30 
5 minutes k 60°C. Paraltelement, 10 \iL de lysat sont incub6s dans 20 |xL d'eau pure (Sigma) 
dans les memes conditions. 

Le milieu reactionnel est ensuite purifi6 sur colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit, 
Qiagen, Hilden, Allemagne). Le protocole de purification utilise est celui recommande par le 
10 fournisseur. Le volume final dilution est de 50 \iL. 

Les fragments d'ADN marques sont ensuite captures sur des billes magn6tiques Dynal 
(Dynabeads M-280 streptavidin ; reference 112.05 ; Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway), qui 
sont prepares selon le protocole suivant : 
15 Quatre-vingt-dix (90) \xL de billes Dynal sont lav6s deux fois par 200 \iL d'eau pure Free 
(Sigma), puis sont repris par 200 \xL de tampon PEG (0,1 M Na P0 4 , pH 7, 0,5 M NaCl ; 0,65 
% Tween 20 ; 0,14 mL ADN de sperme de Hareng (Reference 15634-017, GibcoBRL) ; 2 % 
PEG 4000) et incubes 30 min a 37°C. Elles sont ensuite lav6es deux fois par 200 pL de 
tampon PBS IX Tween 20 0,5%, puis finalement reprises par 90 \iL du meme tampon. 

20 

Dix (10) ^L des eiuats d'ADN marques ou non marques sont incub6s 5 min a temperature 
ambiante avec 40 \iL de tampon PEG et 2,5 jiL de la preparation de billes magn6tiques decrite 
pr6c6demment. 

25 Les billes sont ensuite Iav6es trois fois par 200 \iL de tampon PBS 1 X tween 0,5%, reprises 
dans 200 \iL d'eau et incubees 20 min h 60°C, puis lav6es de nouveau quatre fois par 200 \xL 
de PBS tween. Les billes sont finalement reprises par 25 jliL d'eau et une PCR est r£alis£e en 
suivant le protocole decrit k Pexemple 5,1. Deux contrdles r6actionnels sont effectu£s Tun 
avec 25 p,L d'eau pure et l'autre avec 2,5 ^L de billes prepares et lav6es dans les memes 

30 conditions que les echantillons biologiques, et reprises dans 25 jiL d'eau. 



WO 02/090319 PCT/FR02/01543 

175 



R6sultat : 

Les produits de PCR sont ensuite quantifies par Picogreen (P-7589 ; Molecular Probes, 
Eugene, OR, USA) suivant le protocole dScrit par le fournisseur. Cette m6thode repose sur 

5 Putilisation d'une molecule (Picogreen) ayant la particularity de devenir fluorescente 
uniquement lorsqu'elle se positionne h l'int&ieure d'une molecule d'ADN (en s'intercalant 
entre les bases). En raison du caractdre tres sp^cifique de cette intercalation, et du fait que le 
signal fluorescent produit est directement proportionnel k la quantite d'ADN present dans le 
milieu, il est possible de doser de cette manidre, de fa9on trds precise, la concentration d'acide 

10 nucl&que presente dans un 6chantillon. Le signal est alors exprime en rfu (relative fluorescent 
unit). 

L' analyse des r6sultats de PCR sur gel montre la pr6sence d'une seule bande sp6cifique k la 
taille attendue dans les echantillons realises a partir d'ADN genomique marqu6 par para-Bio- 
EG3-PDAM. Les bandes ne sont pas d&ect6es lorsque la PCR a ete effectu^e a partir d'ADN 
15 g&nomique non marqu6. Une quantification de l'ADN par Picogreen permet de confirmer la 
production d'ADN k partir d'ADN genomique capture sur billes. 



Conditions 


rfu 


T&noins non Marqu6s 


51 


ADN marqu6s 


170 ! 


Bruit de fond 


20 



Tableau 34 : Quantification de l'ADN produit par PCR, k partir d'un lysat bacterien, capture 
20 et purifie par le /?ara-Bio-EG3 -PD AM 

Une analyse sur puce k ADN, suivant le protocole d6crit k l'exemple 8 permet de confirmer la 
sp6cificit6 de P amplification comme le montre le taleau 34 ci-dessous. 





Homologie % 


I(rfd) 


B(rfu) 


I/B 


Echantillon 


98 


11531 


723 


16 



25 

Tableau 35 : Detection sp6cifique de la cible capture et puriftee par le /?ara-Bio-EG3-PDAM 
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Cet exemple montre qu'il est possible de preparer un echantillon biologique de fa9on k 
amplifier l'acide nucl&que qu'il contient, en utilisant une technique de capture basee sur la 
r6activit6 de la fonction diazomethyle sur les groupements phosphate de celui-ci. 

5 

Exemple 47 : Amplification successive de deux gfenes a partir d'un ADN bacterien 
capture sur un support solide : 

10 Cet exemple montre qu'il est possible d'amplifier k plusieurs reprises et sur des cibles 
differentes un ADN capture grace k la r6activit6 de la fonction diazom6thyle sur les 
groupements phosphates de celui-ci . 

Dans le cas present, les acides nuci&ques, contenus dans un lysat bact6rien et marques par du 
15 /?ara-Bio~EG3-PDAM, sont captures sur des billes magn&iques recouvertes de streptavidine. 
L'utilisation de billes magnetiques permet de conserver celles-ci par aimantation lors des 
lavages successifs visant a eliminer les residus cellulaires presents dans le milieu rSactionnel, 
ces residus devant etre 61imin6s car ils peuvent inhiber les amplifications par PCR, qui seront 
pratiquSes par la suite. Ces amplifications vont avoir lieu sur deux g&ies diff&rents presents 
20 dans 1'ADN g6nomiques, respectivement d6sign6s sous les noms de 16S et rpoB. Ces deux 
gdnes sont ensuite analyses par utilisation de puces a ADN. 

L'ADN bact6rien est obtenu par lyse des cellules contenues dans une culture de 
Mycobacterium tuberculosis, suivant le protocole dfyk d6crit dans Pexemple 46. L'ADN 
25 bact6rien a 6te quantifi6 par Picogreen suivant le protocole d6crit par le fournisseur, k une 
concentration de 10 7 copies par pJL. 

Dix (10) nL de lysat sont incubus en presence de 20 fiL de /?ara-Bio-EG3-PDAM durant 30 
minutes k 60°C. Paralldlement, 10 nL de lysat sont incubus dans 20 |aL d'eau pure (Sigma) 
30 dans les m&nes conditions. 
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Le milieu r6actionnel est ensuite purifte sur colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit, 
Qiagen, Hilden, Allemagne). Le protocole de purification utilis6 est cehii recommand6 par le 
fournisseur. Le volume final dilution est de 50 \xL. 

5 Les fragments d'ADN marques sont ensuite captures sur des billes magn&iques Dynal, qui 
sont pr6par6es suivant le protocole suivant : 

Quatre-vingt-dix (90) |nL de billes Dynal sont lav6es deux fois par 200 pL d'eau pure Free 
(Sigma), puis sont reprises par 200 \xL de tampon PEG (0,1 M Na P0 4 , pH 7, 0,5 M NaCl ; 
0,65 % Tween 20 ; 0,14 mL ADN de sperme de saumon (Gibco) ; 2 % PEG 4000) et incubSes 
10 30 min k 37°C. Elles sont ensuite lavees deux fois par 200 \xL de tampon PBS IX Tween 20 
0.5%, puis finalement reprises par 90 jiL du meme tampon. 

Dix (10) \iL des 61uats d'ADN marques ou non marqu6s sont incubus 5 min k temperature 
ambiante avec 40 jiL de tampon PEG et 2,5 \xL de la preparation de billes magn&iques d6crite 
15 prec6demment. 

Les billes sont ensuite lav6es trois fois par 200 \iL de tampon PBS 1 X tween 0,5 %, reprise 
dans 200 \iL d'eau et incub6es 20 min k 60°C, puis lav6es de nouveau quatre fois par 200 \xL 
de PBS tween. Les billes sont finalement reprises par 25 jiL d'eau et une PCR est realis6e en 
20 suivant le protocole d6crit dans l'exemple 5.1. Deux contrdles r6actionnels sont effectu6s Tun 
avec 25 \xL d'eau pure (Sigma) et l'autre avec 2,5 jiL de billes pr6par6es et lav6es dans les 
m6me, conditions que les echantillons biologiques, et reprise, dans 25 nL d'eau. 

Apr6s amplification, le milieu r6actionnel est recueilli, et les billes sont s6par6es et lav6es par 
25 150 ixL de PBS 1 X Tween 0,5%, puis resuspendues dans 25 |iL d'eau pure (Sigma). Une 
nouvelle amplification est r6alis6e sur les billes, mais en presence d' amorces destinies k 
amplifier le gene rpoB. 

Des amplifications t6moins r6alis6s k partir d'ADN g6nomique non captur6 sont r6alis6es en 
30 parralldle sur les deux syst&nes d'amplification (rpoB et 16S). 
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R6sultat : 

Les produits de PCR obtenus sont ensuite analyses par puces k ADN suivant le protocole 
decrit k l'exemple 8. 

5 



Conditions 


Homologie (%) 


Krfu) 


B(rfu) 


I/B 


PCRtemoin 16S 


16S 


96 


4662 


387 


12 


Resultats sur sequence rpoB 


RpoB 


23 


237 


358 


1 


PCR temoin rpoB 


RpoB 


98 


5438 


397 


14 


R6sultats sur sequence 16S 


16S 


17 


183 


391 


1 


j PCR 16S surbilles 


16S 


98 


2726 


534 


5 


R6sultats sur sequence rpoB 


RpoB 


8 


161 


480 


<1 


PCR rpoB sur billes lav6es 


RpoB 


97 


3205 


349 


9 


Resultats sur sequence 16S 


16S 


14 


84 


358 


<1 



Tableau 36 : Analyse sur puces a ADN des amplicons ADN issus des PCR amplifiees 

successivement ou non 

10 L'analyse des r6sultats de PCR sur gel montre la presence d'une seule bande sp6cifique k la 
taille attendue dans les Schantiilons r6alis6s k partir d'ADN genomique marqu6 par para-Bio- 
EG3-PDAM. Les bandes ne sont pas detectSes lorsque la PCR a 6t6 effectuSe k partir d'ADN 
genomique non marqu6. 

Une analyse par puce k ADN, telle que pr6sent6e sur le tableau 36 ci-dessus, permet de 
15 confirmer la sp6cificit6 des deux amplifications successives, et done la capacity de rSaliser une 
amplification successive de plusieurs gbnes k partir d' ADN immobilis6 sur un support solide, 
ceci permettant d'Sviter la mise au point de syst&nes multiplex, qui r6duisent souvent de 
fa?on importante la sensibilit6 et l'efficacite des amplifications d'acides nucl&ques. 



20 
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Exemple 48 : Capture et amplification d'ADN sur une membrane de Nylon portant des 
groupements diazomethvles : 

Une membrane de nylon activSe de fa9on h porter des groupements diazom6thyles a 6t6 
5 utilisSe afin de capturer de l'ADN bact&ien, dans le but de ramplifier par PCR, 



Exemple 48.1 : Modification du filtre Biodyne C : 



Sch6ma de synthase : 



10 



> + CO 




Anhydride 3 ._ aminoacetophenone 
succttuque 




CDI 



.COOH 



-COOH 
^T^COOH 



(Biodyne C filter) 



MnQ 2 



9^ 



91 




Compose 68 : 
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On solubilise la 3-aminoacetophenone (14,5 g, 107 ramol) dans 50 ml de DMF anhydre. On 
ajoute Fanhydride succinique (10,7 g, 107 mmol) et on laisse sous agitation, sous argon et h 
temperature ambiante. Apr&s 6 h, la solution est concentr6e sous vide et 50 ml de methanol 
sont ajout6s. Le pr6cipit6 obtenu est filtr6 et lav6 avec methanol et 6ther. On obtient ainsi 19,4 
5 g (8 1 %) de produit 68 sous forme d'une poudre de couleur blanc cass6. 

RMN l H (200 MHz, DMSO-ck): 4= 2,5-2,6 (m, 7H); 7,45 (t, 1H); 7,64 (d, 1H); 7,83 (d, 1H); 
8,19 (s, 1H); 10,16 (s, 1H); 12,12 (s, 1H). 

10 Compose 69 r 

On solubilise 5,07 g (22 mmol) du compost 68 dans 10 ml de DMF anhydre, sous argon. On 
met sur glace et on ajoute 5,00 g (32 mmol) de carbonyldiimidazole. Apres 20 min, on ajoute 
lentement 20 ml (94,6 mmol) du 4,7,1 O-trioxatridecanediamine (EG3). Apres 3h de reaction a 
15 temperature ambiante, on 6vapore le DMF et on reprend le r&idu dans 100 ml de CH2CI2. On 
fait des extractions avec du NaHCOs satur6 et H2O, apres quoi la phase organique est s6ch6e 
avec du Na2S04 anhydre et le solvant 6vapor6. On obtient ainsi 4,34 g (46 %) du produit 69. 

RMN *H (200 MHz, DMSO-d 6 ): d= 1,59 (m, 2H); 1,87 (m, 2H); 2,16 (s, 3H); 2,40 (m, 2H); 
20 2,55 (m, 2H); 3,08 (m, 2H); 3,45 (m, 16H); 7,30 (t, 1H); 7,42 (d, 1H); 7,70 (d, 1H); 7,83 (t, 
1H); 7,97 (s, 1H); 10,00 (s, 1H). 

Compos6 91 : 

25 Un rectangle de 4 cm 2 est d6coup6 sur une feuille de filtre Biodyne C (reference 60314 ; Pall 
Gelman Laboratory ; Ann Arbor ; Michigan ; USA), introduit dans un flacon et mis en contact 
avec 0,97 g (6 mmol) de carbonyldiimidazole (CDI) dans 3 ml de DMF anhydre, sur glace, 
sous argon et sous forte agitation. Aprds 20 min, la solution est 61imin6e et le filtre lav6 avec 
du DMF. Une quantity de 0,53 g du produit 68 (1 mmol) dans 3 ml de DMF anhydre est 

30 ensuite ajout6e, et la reaction se realise pendant la nuit k temp6rature ambiante. La solution est 
ensuite enlev6e et le filtre est rinc6 avec de l f 6thanol, s6ch6 sous vide et gard6 sous argon. 
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Compose 92 : 

Le filtre modifie 91 est mis dans une solution de 97 ml dliydrazine hydrate (2 mmol) dans 4 
5 ml d'ethanol absolu. La solution est mise a reflux pendant 5 h. Apr£s avoir laisse refroidir, le 
filtre est lav6 avec FfcO, ethanol et ether, s£che sous vide et mis sous argon. Ensuite, on ajoute 
4 ml de DMF anhydre et 86 mg de MnC>2 (1 mmol), et on laisse r6agir sous forte agitation. 
Aprds 20 min, la solution est rejet6e, et le filtre est rinc6 avec du DMF et de Tether. Le filtre 
modifiS-diazomethyl 92 est conserve sous argon, k une temperature de -19 a -31°C. 

10 

Exemple 48.2 : Essais biologiques : 

La membrane activ6e est d6coupee en petits fragments de 2 mm 2 qui vont etre incub6s 
pendant 30 minutes k temperature ambiante dans 25 \xl de lysat bacterien de Mycobacterium 
15 tuberculosis, prepare par lyse m£canique suivant la meme technique et la meme concentration 
finale que dans Pexemple 46, et 375 pi d'eau pure (Sigma). 

La membrane est ensuite placee a 65°C pendant 60 min dans 100 mL de tampon de lavage (5 
% Formamide (Sigma), IX SSPE (Perbio), 0.01 % triton X-100) afin d'61iminer les acides 
20 nucl6iques non sp6cifiques adsorbes sur la membrane, puis celle-ci est stock6e dans 1 mL 
d'eau pure avant amplification. 

La PCR est pratiqu6e comme d6crite dans le paragraphe 5.1, le volume reactionnel etant 
complete par une quantite sufifisante d'eau pure. 

25 

Paralieiement, des contrdles sont effectu6s suivant le meme processus avec des membranes ne 
pouvant pas lier de fa9on covalente les acides nucieiques : 

• Membrane Biodyne C non modifi6e (membrane A), 

• Membrane Biodyne modifiee chimiquement suivant le processus decrit, mais non traitee 
30 par du DMF anhydre et du Mn02 ; ce contrfile permet de verifier le comportement de la 

membrane en T absence de groupements diazomethyles (membrane B), et 
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• Membrane Biodyne C non modifi6e, mais trait6e 20 min sous forte agitation par du DMF 
anhydre et du Mn02 , ce contrdle permettant de verifier que cette derntere 6tape ne modifie 
pas Tadsorption de V ADN sur la membrane (membrane C). 

5 Afin de contr61er l'absence d'inhibition de la PCR provoquee par le traitement des 
membranes, un autre fragment des membranes A 5 B 5 C est amplifte simultan&nent avec 25 jxl 
de lysat bacteriens.(tubes A', B', C) 

Les produits de PCR sont ensuite quantifies par Picogreen suivant le protocole decrit par le 
10 fournisseur. 



R6sultat : 



Tests effectuSs 


Signal frfiri 


Membrane modifiee 


111 


Membrane non modifi6e (A) 


18 


Membrane non modifiee, co-amplifiee avec 25 \xL de lysat 
bact^rien (A 1 ) 


260 


Membrane modiftee non activee (B) 


26 


Membrane modifiSe non activ6e, co-amplifi6e avec 25 \xL de 
lysat bact&ien (B f ) 


264 


Membrane non modifi6e ayant subit une activation (C) 


21 


Membrane non modifiee ayant subit une activation, co- 
amplifiee avec 25 \iL de lysat bact&ien (C) 


268 



15 Tableau 37 : Quantification de I'ADN obtenu par PCR h partir d'ADN de lysat bact&ien 

captur6 sur support solide 

Ces r£sultats du tableau 37 indiquent qu'il est possible de capturer de fa9on covalente sur un 
support solide, des acides nucleiques, issus de lysat, gr^ce h la chimie diazomethyle. 
20 L' amplification observSe n'est pas due k une adsorption non sp6cifique de PADN sur la 
membrane. D' autre part, on observe avec les contrdles effectuSs avec les PCR que les 
membranes ne provoquent pas d'inhibition de la reaction d'amplification. 
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Afin de contr61er la nature du produit amplify sur la membrane, le produit d' amplification a 
&6 analyst par passage sur puce a ADN, suivant le protocole d6crit auparavant. 
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REVINDICATIONS 




5 dans laquelle : 

• R 1 repr6sente Houun groupe alkyle, aryle on aryle substitu6, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable on au moins deux marqueurs d6tectables relies entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
10 covalentes et n un nombre entier 6gal h 0 ou 1 , 

• R 3 et R 4 represented ind6pendamraent l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente pennettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 

15 compris entre 0 et 2, preferentiellement de 0 ou 1 , et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

2. R6actif de marquage, selon la revendication 1, de formule (1) : 



20 dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d£tectables relics entre 
eux par au moins une structure multim&ique, 




N 2 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal a 0 ou 1 , 

• R 3 et R 4 represented independamment Tun de 1'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et 

5 • -Y-X- repr6sente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S~. 

3. R6actif, selon 1'une quelconque des revendications 1 ou 2, de formule (2) : 




dans laquelle : 

10 • R l repr&ente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R reprSsente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier egal a 0 ou 1, et 

15 • R 3 et R 4 represented independamment Tun de 1'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

4. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, de formule (3) : 




N 2 



20 dans laquelle : 

• R 1 repr&ente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repr&ente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure nrultim6rique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
25 covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1, et 
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• R 3 et R 4 repr&entent independamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

5. Reactif, selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, de formule (4) : 

R 3 




N 2 



dans laquelle : 

• R 1 repr6sente Houun groupe alkyle, axyle ou aryle substitu6, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier egal a 0 ou 1 , et 

• R 3 et R 4 represented independamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

6. Reactif, selon la revendication 1, de formule (21) : 




N 2 



dans laquelle : 

• R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin£aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier £gal k 0 ou 1 , 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 
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• R 3 et R 4 represented independamment Tun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

7. Reactif, selon la revendication 1, de formule (22) : 



R- (L) n — NH — C 



R 3 




R 4^^A(A) U , 

5 N 2 
dans laquelle : 

• R 1 repr£sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu£, 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables reli6s entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

10 • L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u egal 1, et 

• R 3 et R 4 repr6sentent independamment Tun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
15 OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle. 

8. Reactif, selon la revendication 1, de fonnule (23) : 



R 3 




R^— (L)n— CH 2 -0 

R 4 A^=^(A) U i 

V 

N 2 

dans laquelle : 

20 • R 1 represente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relics entre 
eux par au moins une structure multim£rique, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement linSaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 , 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

5 • R 3 et R 4 repr<§sentent ind^pendamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, 
OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R « alkyle ou aryle. 

9. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 & 8, caract6ris6 par le fait que 
R 3 et R 4 repr&entent ind6pendamment l'un de l'autre : H, N0 2 , OCH 3 , -CO-NH-(CH 2 )3-(0- 
10 CH2-CH 2 ) 3 -CH 2 -NH-R 2 , -CO-IN^ 



10. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, de formule (2') : 




15 dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aiyle ou aryle substitud, 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d£tectables relics entre 
eux par au moins une structure multim6rique, et 

• L est uri bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
20 covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 . 

1 1 . R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 6, de formule (24) : 




dans laquelle : 

25 • R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 
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• R repr6sente un marqueur detectable ou an moins deux marqueurs detectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, et 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1. 

5 

12. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 k 11, dans laquelle la 
structure R 2 -(L) n - est de formule (5) : 




10 dans laquelle : 

• R 2 represente un marqueur detectable, 

• m est un nombre entier compris entre 1 et 100, et 

• p est un nombre entier compris entre 1 et 10. 

15 13. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 h 5, de formule (6) : 




dans laquelle : 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
20 eux par au moins une structure multimerique, 

• R 3 represente H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L)„-Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, 
COOR avec R = alkyle ou aryle, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal h 0 on 1, et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

14. R6actif, selon l'une quelconque des revendications 1 k 5, de formule (25) : 

N 2 
II 

R2 -(L)n-Y-x44)J JC^X— Y-(L) n -R 2 





dans laquelle : 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables reli6s entre 
eux par au moins une structure multim6rique, 

10 • R 3 represente H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 -(L) n -Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, 
COOR avec R = alkyle ou aryle, 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal 4 0 ou 1 , 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
15 conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

• -Y-X- represente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

15. R^actif, selon Tune quelconque des revendications 1 h 3, de formule (14) : 

N0 2 

O , / 



R 2 — (L)„— C-NH^Q\ 

r 



N 2 

20 dans laquelle : 

• R 2 represente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs detectables relies entre 
eux par au moins une structure multimerique, et 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier egal a 0 ou 1 . 

16. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 6, de formule (26) : 

NO z 
O . / 

r 2 — (L)„— c-nh— (Cys 

(A)» 

4 

N 2 

dans laquelle : 

• R 2 repr£sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d&ectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u 6gal 1, et 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lineaire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier egal a 0 ou 1 . 

17. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 k 3, de formule (15) : 



N0 2 , 




dans laquelle : 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d&ectables relics entre 
eux par au moins une structure multimerique, et 

• L est un bras de liaison comportant un enchaJnement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal k 0 ou 1 . 

18. R6actif, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 6, de formule (27) : 
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NO 




R- (L)n C-NH^Q 



N =N 2 



dans laquelle : 

• R 2 repr6sente un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables relies entre 
eux par au moins une structure multim&ique, 

5 • A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazo avec le cycle aromatique et u egal 1 , et 

• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n un nombre entier 6gal a 0 ou 1 . 

10 19. Reactif, selon Tune quelconque des revendications 1 a 18, caracterise par le fait 

que L comprend un motif -(O-CH2-CH2)-, rSpete de 1 h 20 fois, pr6f£rentiellement de 1 k 10 
fois, et encore plus pr6f6rentiellement de 2 a 5 fois. 

20. Proc6d6 de synthase d'un r6actif de marquage, selon Tune quelconque des 
15 revendications 1 & 19, comprenant les 6tapes suivantes : 
a) on dispose d'un d6riv6 de formule (16 bis) : 



dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu6, 

20 • R 3 et R 4 repr&sentent ind6pendamment Tun de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 6 , OR, SR, 
NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, 

• R 6 repr6sente COOH ,COOM, NH 2 , OH ou SH avec M - alkyle, en particulier m&hyle ou 
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&hyle, et 

• A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazom6thyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 
egal&Ooul, 

5 b) on dispose d'un marqueur ou d'un pr£curseur de marqueur poss6dant une fonction 

reactive R 7 complementaire de R 6 , 

c) on fait r6agir ensemble la fonction complementaire dudit marqueur ou pr6curseur 
de marqueur avec la fonction R 6 du d&iv6 de formule (16 bis) en presence d'au moins un 
agent de couplage pour former une liaison covalente, 
10 d) on fait r^agir ^hydrazine ou un de ses d6riv£s sur la fonction c6tone ou aldehyde 

pour former une hydrazone, et 

e) on transforme l'hydrazone en fonction diazom&hyle & Taide d'un traitement 
approprik 



15 21. Proc6d6 de synthase d'vm r6actif de marquage, selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 19, comprenant les 6tapes suivantes : 
a) on dispose d'un deriv6 de formule (16 bis) : 




dans laquelle : 

20 • R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu6, 

• R 3 et R 4 repr&entent ind6pendamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 6 , OR, SR, 
NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R est alkyle ou aryle, 

• R 6 repr&ente COOH ,COOM, NH 2 , OH ou SH avec M est alkyle, en particulier m6thyle 
ou 6thyle, et 

25 • A est un bras de liaison comportant au moins une double liaison covalente permettant la 
conjugaison de la fonction diazom6thyle avec le cycle aromatique et u est un nombre entier 
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6gal4 0ou 1, 

o 

b) on dispose d'un bras de liaison L poss6dant au moins deux fonctions rSactives R 
identiques ou diff&rentes, la premiere fonction R 8 compl&nentaire de R 6 et la deuxieme 
fonction R 8 compl&nentaire de R 7 et on dispose en outre d'un marqueur ou d'un prScurseur de 

5 marqueur poss&Lant une fonction reactive R 7 , 

c) on fait reagir la premidre fonction reactive R 8 du bras de liaison L avec le deriv6 de 
formule (16 bis), en pr6sence d'au moins un agent de couplage, pour former une liaison 
covalente, puis on fait reagir la deuxi&ne fonction reactive R 8 du bras de liaison L avec le 
marqueur ou le pr6curseur de marqueur, en presence d'au moins un agent de couplage pour 

10 former une liaison covalente, 

d) on fait r6agir l'hydrazine ou un de ses derives sur la fonction cetone ou aldehyde 
pour former une hydrazone, et 

e) on transforme l'hydrazone en fonction diazom&hyle a l'aide d'un traitement 
appropri6. 

15 

22. Proc6d6 de synthase, selon l'une quelconque des revendications 20 ou 21, 
caract6ris6 par le fait qu'il comprend : 

• une 6tape suppl&nentaire de protection de la fonction c6tone ou aldehyde du compose (16 
bis), et 

20 • une 6tape suppl&nentaire ult&ieure de d6protection de ladite fonction cetone ou aldehyde 

23. Proc6d6 de synthase, selon la revendication 20, caract6rise en ce qu'il consiste 
a effectuer les Stapes suivantes : 

a) on dispose d'un d6riv6 de formule (16) : 




dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu6, 
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• R 3 et R 4 repr6sentent ind6pendamment l'un de l'autre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 6 , OR, SR, 
NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et 

• R 6 representeCOOH,NH 2 , OHouSH. 

b) on dispose d'un marqueur ou d'un pr6curseur de marqueur poss6dant une fonction 
5 reactive R 7 compl&nentaire de R 6 , 

c) on fait r6agir ensemble la fonction complementaire dudit marqueur ou precurseur 
de marqueur avec la fonction R 6 du d6riv6 de formule (16) en presence d'au moins un agent 
de couplage pour former une liaison covalente, 

d) on fait r6agir l'hydrazine ou un de ses d6riv6s sur la fonction c&one ou aldehyde 
10 pour former line hydrazone, et 

e) on transforme l'hydrazone en fonction diazom&hyle a l'aide d'un traitement 
approprte. 

24. Procede de synthase d'un r6actif de marquage, selon la revendication 10, 
15 comprenant les etapes suivantes : 

a) on dispose d'un derive de formule (17): 




dans laquelle R represente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitu6, 

b) on dispose d'un marqueur ou d'un precurseur de marqueur possedant une fonction 
20 acide carboxylique, 

c) on fait r6agir ensemble la fonction carboxylique dudit marqueur ou pr6curseur de 
marqueur et la fonction amine primaire du d6riv6 de formule (17) en pr6sence d'au moins un 
agent de couplage pour former une liaison amide, 

d) on fait r^agir de 1 'hydrazine sur la fonction c6tone ou ald6hyde provenant du 
25 d&iv6 de formule (17) pour former une hydrazone, et 

e) on oxyde ladite hydrazone en presence de MnC>2 pour former une fonction 
diazom6thyle. 
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25. Proc6de pour le marquage d'une molecule biologique, en particulier un acide 
nucleique, comprenant la mise en contact en solution homogene, dans un tampon 
sensiblement aqueux, d'une molecule biologique et d'un r6actif, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 19. 

26. Molecule biologique marquee susceptible d'Stre obtenue par le proc6d6, selon la 
revendication 25. 



27. Proced6 de marquage et de fragmentation d'un acide nucl&que simple ou double 
10 brin comprenant les etapes suivantes : 

- fragmenter V acide nucl&que, 

- attacher un marqueur sur au moins un des fragments par rintermediaire d'un reactif de 
marquage choisi parmi les composes de formule (19): 

15 dans laquelle : 

• R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substituS, et 

• Z comprend un marqueur detectable, 

ledit reactif se couplant de maniere covalente et majoritaire sur au moins un phosphate dudit 
fragment. 



20 



28. Proc&te, selon la revendication 27, caracterise par le fait que le reactif de 
marquage est choisi parmi les composes de formule (20) : 

, ^C=N 2 

dans laquelle : 

25 • R 1 repr6sente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitu6, 

• R 2 est un marqueur detectable ou au moins deux marqueurs d6tectables relics entre eux par 
au moins une structure multim&ique, 
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• L est un bras de liaison comportant un enchainement lin6aire d'au moins deux liaisons 
covalentes et n est 6gal k 0 ou 1 , et 

• Z est choisi parmi : 



C-NH — ou — c — 
dans lequel : 

■ R 3 et R 4 represented ind<§pendamment Tun de Pautre : H, N0 2 , CI, Br, F, I, R 2 - 
(L)„-Y-X-, OR, SR, NR 2 , R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, 

10 et 

■ -Y-X- repr6sente -CONH-, -NHCO-, -CH 2 0-, -CH 2 S-. 

29. Proced6, selon la revendication 27, caracterise par le fait que Z est : 




30. Proc6de, selon Tune quelconque des revendications 27 h 29, caract6ris6 par le fait 
que la fragmentation et le marquage sont effectu6s en deux Stapes. 

3 1 . Proc6d6, selon Tune quelconque des revendications 27 k 29, caract6ris6 par le fait 
20 que la fragmentation et le marquage sont effectu6s en une 6tape. 
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32. Proc6d6, selon Tun quelconque des revendications 27 k 31, caract6ris6 par le fait 
que le marquage s'effectue en solution homog£ne sensiblement aqueuse. 

33. Proc6d6, selon l'une quelconque des revendications 27 k 32, caract6ris6 par le fait 
5 que la fragmentation s'effectue par voie enzymatique, physique ou chimique. 

34. Acide nucl&que marqu6 susceptible d'6tre obtenu par le proc6d6, selon l'une 
quelconque des revendications 27 k 33. 

10 35. Kit de d6tection d'un acide nucleique cible comprenant un acide nucl6ique 

marqu6, selon la revendication 34. 

36. Support solide sur lequel est fixe un reactif, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 19. 

15 

37. Proced6 de capture d'acides nucl6iques comprenant les Stapes suivantes : 

. • on dispose d'un support solide sur lequel est fix6 directement ou indirectement au moins 
une molecule comprenant une fonction diazomethyle, 

• on met en contact un Schantillon biologique susceptible de contenir des acides nucl&ques 
20 libres, et 

• on lave le support solide oil la (ou les) molecule(s) sont fix6e(s) de maniere covalente au 
moins h un acide nucl&que. 
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Fig- 2E 
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Fig, 3 A 
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Fig. 5C 
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